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1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Expressionsverstarkung des Ostrogen-
rezeptors B (ERB) durch spezifische Ostrogenrezeptorliganden und der Wirkung
auf die Expression androgenabhangiger Gene im kastrationsresistenten Prostata-
karzinom (CRPC). Als spezifischer Ostrogenrezeptorligand wurde das synthetisch
hergestellte 83-Vinyl-Ostradiol (88-VE2) verwendet. Dariiber hinaus wurde der
Vergleich zu einem ebenfalls synthetisch hergestellten spezifiscnen Ostrogen-
rezeptorligand, Diarylpropionitrile (DPN), auf Prostatakarzinomzellen gezeigt. Der
Zusammenhang zwischen ERB-Expression und der onkoprotektiven Wirkung auf
die Androgenrezeptorkaskade hat klinische Relevanz in der hormonspezifischen
Behandlung des fortschreitenden kastrationsresistenten Prostatakarzinoms.

1.2 Das Prostatakarzinom

1.2.1 Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist mit 23 % aller Tumorlokalisationen der gesamten Krebs-
neuerkrankungen die haufigste Tumorerkrankung des Mannes und belegt Platz 2
unter den haufigsten Krebstodesursachen des Mannes in Deutschland. Bezogen
auf die Daten des Robert Koch-Instituts ist die Zahl der Neuerkrankten Uber Jahr-
zehnte gestiegen und lag im Jahre 2010 bei 67.300. Seit 2011 ist ein Ruckgang zu
verzeichnen. Im Jahre 2014 lag die Zahl der Neuerkrankungen bei 57.370. Etwa
13.700 Patienten starben im Jahr 2014 an den Folgen eines Prostatakarzinoms
(Robert Koch-Institut 2017).

Es zeigen sich Unterschiede in der altersstandardisierten und globalen Inzidenz.
In Europa ergibt sich ein Gefalle von Norden nach Suden (S3-Leitlinie Prostata-
karzinom 2018).



1.2.2 Risikofaktoren

Der wichtigste Risikofaktor ist das Alter der Patienten. Daneben sind genetische
Dispositionen zu nennen, vor allem Verwandte ersten Grades, deren Erkran-
kungsalter und die Anzahl der in der Familie aufgetretenen Falle. Die mannlichen
Geschlechtshormone (Testosteron; Dihydrotestosteron, DHT) spielen eindeutig

eine wesentliche Rolle.

Global zeigt sich ein signifikantes West-Ost-Gefalle mit niedrigerer Inzidenz im
asiatischen Raum. Ursachlich dafir werden die verschiedenen Gewohnheiten der
Ernahrung und die soziobkonomischen Faktoren genannt (S3-Leitlinie Prostata-
karzinom 2018).

Andere Risikofaktoren wie lokale Entzindungen der Prostata und sexuell Uber-
tragbare Erkrankungen scheinen das Risiko zu erhdhen, Lebensstil und Umwelt-
einflusse sind bisher wenig medizinisch belegt und werden als klinisch nicht aus-
reichend relevant bewertet (Robert Koch-Institut 2017, S3-Leitlinie Prostatakarzi-
nom 2018).

1.2.3 Fruherkennung

Zur Fruherkennung des Karzinoms wird Mannern ab dem 45. Lebensjahr eine di-
gital rektale Untersuchung angeboten. Grund hierfir ist die Lokalisation des Pros-
tatakarzinoms. Wahrend die benigne Prostatahyperplasie (BPH) vor allem im
periurethralen Stroma und in der Transitionalzone der Prostata zu finden ist und
klinisch durch zunehmende Miktionsstorungen auffallig wird, weshalb die auftre-
tenden Beschwerden auch als lower urinary tract symptoms (LUTS) bezeichnet
werden (Schulz et al. 2003, Verhamme et al. 2002), ist das Prostatakarzinom in
60-70% der beschriebenen Falle in der peripheren Zone der Prostata zu finden.
Durch die Ausbreitung zum Rektum und dem haufigen asymptomatischen Verlauf
wird deshalb eine digital rektale Untersuchung empfohlen. Das prostataspezifische
Antigen (PSA) ist als Screening-Methode umstritten. Durch die Messung werden
auch Karzinome entdeckt, bei denen es keiner Behandlung bedarf. Es liegen un-
zureichende Ergebnisse des Screenings bezuglich der Senkung der prostata-

krebsspezifischen Mortalitat vor.



Eine Prostatabiopsie wird bei PSA-Werten 2 4 ug/l unter Bertcksichtigung der ein-
flieRenden Faktoren, einem auffaligem PSA-Anstieg oder karzinomverdachtiger

digitaler rektaler Untersuchung empfohlen (S3-Leitlinie Prostatakarzinom 2018).

1.2.4 Diagnostik

Zur Sicherung der Diagnose wird eine systematische Biopsie mit Hilfe des trans-
rektalen Ultraschalls und ggf. gezielter palpatorischer Biopsie eingesetzt. Suspek-
te Areale der bildgebenden Verfahren sollen zusatzlich gezielt bioptiert werden.
Zum weiteren Staging werden CT- oder MRT-Untersuchungen der Beckenorgane

und Skelettszintigraphie eingesetzt (S3-Leitlinie Prostatakarzinom 2018).

1.2.5 Therapie

Die Behandlung erfolgt gemafl TNM-Klassifikation unter Einschluss der klinischen
Faktoren und dem Allgemeinzustand des Patienten. Das Konzept richtet sich indi-
viduell nach den Patienten und folgt je nach Ausgangssituation einem bestimmten

Therapieplan.

Bei lokal begrenzten Karzinomen kommen chirurgische und strahlentherapeuti-
sche Ansatze als kurative Interventionen zum Einsatz. Bei einer radikalen
Prostatvesikulektomie werden Prostata, Samenblaschen und regionale Lymphkno-
ten entfernt. Den gleichen Stellenwert besitzt der strahlentherapeutische Ansatz,
bei dem eine perkutane Bestrahlung als HD-Radiotherapie (High-Dose-
Radiotherapie), eine Brachytherapie als LDR-Brachytherapie (Low-Dose-Rate-
Brachytherapie) oder eine HDR-Brachytherapie (High-Dose-Rate-Brachytherapie)
zum Einsatz kommt. Die HDR-Brachytherapie kann auch mit der perkutanen Be-
strahlung kombiniert werden. Beim lokal begrenzten Karzinom einer hoheren Risi-
kogruppe wird durch den Einsatz von Radiotherapie bei einem gleichzeitigen Ein-
satz der ablativen endokrinen Therapie als neoadjuvante oder adjuvante Option

das Uberleben verbessert.

Bei alteren Patienten und einer eingeschrankten Lebenserwartung unter 10 Jah-

ren wird aktuell die Option des watchful waiting bevorzugt, bei dem erst bei symp-



tomatischem Progress palliativ therapiert wird, da in dieser Konstellation das Pros-
tatakarzinom klinisch haufig an Bedeutung verliert.

Bei Patienten mit einem low-risk-Karzinom steht eine weitere Option des active
surveillance mit engmaschigen Kontrolluntersuchungen und ggf. spaterer Interven-

tion zur Verflgung (S3-Leitlinie Prostatakarzinom 2018).

Beim fortgeschrittenen metastasierten Prostatakarzinom steht die Remissionser-
haltung durch hormonelles Eingreifen und die damit verbundene Lebensqualitat im
Vordergrund. Beim metastasierten, hormonsensitiven Prostatakarzinom sollte bei
Patienten mit gutem Allgemeinzustand eine kombinierte Hormon-Chemotherapie
mit Docetaxel oder eine zusatzliche antihormonelle Therapie mit Abirateron erfol-
gen. Beim kastrationsresistenten Prostatakarzinom steht die zusatzliche antihor-
monelle Therapie mit Enzalutamid zur Verfigung. Knochenmetastasen konnen
durch lokale Strahlentherapie oder durch eine systemische Radionuklidtherapie

behandelt werden (S3-Leitlinie Prostatakarzinom 2018).

1.2.6 Stellung der Hormontherapie

Den wachstumsfordernden Einfluss der Androgene auf die Entstehung des Pros-
tatakarzinoms beschrieben bereits Huggins und Hodges 1941 (Huggins und Hod-
ges 1941). Aus dieser Erkenntnis entwickelten sich die verschiedenen Therapie-
ansatze der endokrinen Behandlung durch die Beeinflussung des
Androgenhaushaltes. Zu den wesentlichen Ansatzen gehoren die chemische Kast-
ration mit dem Ziel eines Androgenentzugs und die Androgeninhibition. Dazu zah-
len die Mdoglichkeiten der medikamentésen Entzugstherapie, z. B. durch GnRH
(Gonadotropin releasing Hormone) -Agonisten (Buserelin) oder GnRH-
Antagonisten (Abarelix, Degarelix). Alternativ kann eine operative Kastration durch
beidseitige Orchiektomie durchgefuhrt werden. Die medikamentdse Therapie mit
Ostrogenderivaten der Substanzklasse DES (Diethylstilbestrol) hat aufgrund ihres
Nebenwirkungsspektrums an Bedeutung verloren. Jedoch lassen neue Praparate
mit direkter zytotoxischer Wirkung auf Prostatakarzinomzellen und der Wirksam-
keit auch im kastrationsresistenten Prostatakarzinom die Bedeutung dieses The-
rapiekonzeptes neu aufkeimen (Schroder et al. 2012).



Zusatzlich empfiehlt es sich, aufgrund des geringeren Nebenwirkungsspektrums
Antiandrogene, vor allem der Substanzklasse nicht-steroidaler Antiandrogene
(Bicalutamid), einzusetzen (Ganzer et al. 2007). Die intermittierende
Androgenblockade zeigt zudem ein geringeres Nebenwirkungsspektrum bei

gleichbleibenden Ansprechraten (Tsai et al. 2013).

Im Verlauf kommt es jedoch meist in der spateren Phase zu einem kastrationsre-
sistenten Prostatakarzinom. Das bedeutet, dass trotz eines Testosteronspiegels
im Kastrationsbereich (<50 ng/dl oder 1,7 nmol/l) ein weiterer Progress des Karzi-
noms stattfindet. Dieser ist durch einen PSA-Anstieg erkennbar. Die Ursachen
hierfur sind vielfaltig. Mutationen im Androgenrezeptor oder die Hochregulation
des Androgenrezeptors lassen das Karzinom auch unabhangig von Testosteron
wachsen (Graefen et al. 2000). In dieser Phase gelingt es durch eine Chemothe-
rapie mit Docetaxel, das Leben im Durchschnitt um ca. 2,5 Monate zu verlangern
(Berthold et al. 2008, Heidenreich und Ohlmann 2005).

In den letzten Jahren kamen neue Therapiemdglichkeiten hinzu. Neben dem
Taxan Docetaxel als Chemotherapeutikum ist auch Carbazitaxel bei Progress
nach Docetaxel zugelassen. Es schafft einen Uberlebensvorteil von durchschnitt-
lich 2,4 Monaten (de Bono et al. 2010). Jedoch ist bei Docetaxel mit erhohtem Ri-

siko febriler Neutropenien zu rechnen, welche praventiv zu beachten waren.

Aulerdem gewinnt Abirateronacetat (Zytiga®) zunehmend an Bedeutung. Der se-
lektive CYP17A1-Inhibitor (Cytochrom P450 c17 alpha-Enzym A1) greift direkt in
die Androgensynthese aller Syntheselokalisationen, Nebennierenrinde, Hoden und
intrakrine Sekretion ein und verlangert die durchschnittliche Uberlebenszeit auf 3
Monate (de Bono et al. 1995). Es wird heute schon mit als first line-Therapieoption
bei kastrationsresistentem Prostatakarzinom in Kombination mit Prednisolon ein-
gesetzt (Andersson et al. 1995, Knudsen und Penning 2010). Auch der
Androgenrezeptorinhibitor MDV3100, auch als Enzalutamid (Xtandi®) bekannt,
wird bereits unter anderem als first line-Therapie bei kastrationsresistentem Pros-
tatakarzinom eingesetzt. Dieser sorgt fur den Erhalt der Glukokortikoidsynthese
und blockiert die Signalkaskade des Androgenrezeptors auf drei Stufen. Diese
neuen Ansatze versprechen auch Erfolge fur Patienten, die bisher nicht auf eine



endokrine Therapie ansprachen (Attard et al. 2009, Thelen et al. 2010, Thelen et
al. 2016).

1.2.7 Neue Therapieansatze

Einen erfolgreichen Schritt nach vorn machten neue Inhibitoren der
Androgensynthese wie Abirateronacetat und direkte AR-Inhibition mit MDV3100,
die steigende Uberlebensraten bei den Patienten in klinischen Studien aufwiesen
(Mukherji et al. 2012, Thelen et al. 2016). Aktuelle Erkenntnisse Uber mogliche
Therapieresistenzen gegen diese Substanzen und Resistenzen gegen alternative
Substanzen, sog. Kreuzresistenzen, lassen die Diskussionen uber zukunftige The-
rapiemoglichkeiten jedoch neu entfachen (Knudsen und Penning 2010, Waltering
et al. 2012, Sadar 2011, Thelen et al. 2013). So zeigte sich bei Patienten, die mit
Abirateronacetat oder dem neuen AR-Antagonisten Enzalutamid behandelt wur-
den, innerhalb eines Jahres eine Reaktivierung des AR. Es ist noch ungeklart, ob
eine intrinsische oder erworbene Ursache zugrunde liegt. Daher mussen weitere
Analysen folgen, um den mdglichen Mechanismus der Resistenz zu verstehen
(Yuan et al. 2014).

Auch Seton-Rogers beschreibt eine neue Mutation (F876L) im AR, die
Enzalutamid von einem AR-Antagonisten in einen AR-Agonisten konvertieren lasst
und mit einer Rekrutierung von Koaktivatoren und steigender Proliferation einher-
geht (Seton-Rogers 2013). Klinisch ist zu beobachten, dass bei einem Tumorpro-
gress unter anti-androgener Therapie, nachdem das Antiandrogen abgesetzt wur-
de, ein kurzzeitiger PSA-Abfall resultiert. Dieser Withdrawal-Effekt ist aufgrund der
fehlenden Aktivierung des AR durch den Agonismus des Antiandrogens zu erkla-
ren. Auch hier bedarf es einer Abklarung weiterer Mutationen, die zu einer Thera-
pieresistenz fihren, um die Resistenzentwicklung anderer Inhibitoren besser zu
verstehen. Des Weiteren ist als einer der entscheidenden Resistenzmechanismen
die Uberexpression von testosteronbildenden Enzymen, vorallem CYP17A1, be-
schrieben. Diese unterhalt die Androgensynthese und bedingt auch die tumorei-
gene Androgenbildung (Thelen et al. 2016).

Ein neuer Therapieansatz ist, sich die Escapemechanismen zunutze zu machen.

So wurde in einer klinischen Studie eine intermittierende Androgendeprivation mit
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Abirateronacetat untersucht. Bei diesem Ansatz wurde die Therapie mit
Abirateronacetat nach Tumorprogress unterbrochen, und es zeigte sich bei den
Patienten ein passageres Absinken des PSA-Spiegels. Bei einigen Patienten er-
folgte eine Androgendeprivations-Re-Therapie, die einen erneuten PSA-Progress
weiter verlangsamen konnte. Damit konnte ein Therapieversagen von
Abirateronacetat deutlich verzogert werden. Diesem hoffnungsvollen Ansatz soll-

ten in Zukunft weitere groRere Studien folgen (Thelen at al. 2016).

Antiandrogene wie Flutamid und Bicalutamid der 1. Generation und insbesondere
Enzalutamid der 2.Generation besitzen eine hohe Affinitdt zum AR und die Gefahr
einer Selektion nach einer Mutation liegt bei direkter AR-Blockade nahe und er-
schwert eine alternative Therapiemdglichkeit in der Folge des Therapieversagens.
So kdénnten sich die Zahl der Liganden erweitern und sich véllig neue Signalkas-
kaden entwickeln, die wiederum schwer zu durchbrechen waren. Es ist denkbar,
dass sich indirekte Antiandrogene ohne Affinitat zum AR durchsetzen werden. Das
untersuchte 83-VE2 weist jedoch nach aktuellen Informationen des Herstellers auf
eine unzureichende ER-Subtyp-Selektivitat hin, sodass auch Aktivierungsprozesse
im ERa stattfinden kénnen (personliche Mitteilung von Paul Thelen 2016). Diese
Hinweise lassen 8B-VE2 fur einen spateren therapeutischen Nutzen als unzurei-
chend erscheinen. Vielmehr kdnnten sich im menschlichen Organismus zusatzlich
mit der ERa-Aktivierung, der in verschiedenen Organsystemem eine wichtige Rol-
le spielt, kanzerogene Prozesse entwickeln. So kann z. B. eine erhdhte Inzidenz

fur Mamma- und Endometriumkarzinome resultieren (Nilsson et al. 2011).

Ein weiterer neuer Ansatz ist, dem unter Androgenentzug entwickelten CRPC er-
neut Testosteron zu verabreichen. Damit konnten die kastrationsresistenten Me-
chanismen, welche sich an den Androgenentzug angepasst haben, gehemmt
werden. Thelen zeigte an VCaP-Zellen in vitro und in vivo, dass Testosteron im
CRPC die Fahigkeit besitzt, Karzinomzellen zum Teil zu eliminieren und in ein we-
niger malignes Stadium mit androgensensiblen Zellen umzuwandeln. Dies ge-
schah bereits bei physiologisch niedrigen Testosteronwerten. Mit der Senkung des
Wachstumsverhaltens ging gleichzeitig eine Abnahme der ARfl-Expression und
seiner SpleiRvariante AR-V7 einher. Dies eroffnet vollig neue Therapiestrategien

mit einem weitaus geringeren Nebenwirkungsspektrum. Die klinischen Analysen



mit einer intermittierenden Androgendeprivation stehen noch aus. Alternative Be-
handlungsmethoden kdnnen daher neue Mdglichkeiten bieten (Thelen et al. 2013).
Aktuell wird eine Kombination aus einer intermittierenden
Androgendeprivationstherapie nach Therapieversagen mit Abirateronacetat oder
Enzalutamid, verbunden mit einer Testosterontherapie untersucht (Thelen et al.
2016).

1.3 Gene und Genprodukte im Prostatakarzinom

1.3.1 Ostrogenrezeptor ER

Ostrogene, auch als Estrogene bezeichnet, sind Steroidhormone abgeleitet von
der Grundstruktur Estran. Die Synthese findet bei beiden Geschlechtern statt. Sie
werden vor allem in den weiblichen Ovarien produziert, in geringeren Konzentrati-
onen in der Nebenniere und in den Hoden des Mannes. Auch im Fettgewebe kon-
nen unter Vorliegen des Enzyms Aromatase aus Testosteron Ostrogene gebildet
werden. Sie beeinflussen im weiblichen Organismus die Geschlechtsreife und die
sekundaren Geschlechtsmerkmale sowie wesentliche Funktionen im Zyklus und in
der Schwangerschaft der Frau. Ostrogene haben in beiden Geschlechtern Auswir-
kungen auf den Lipid-, Kohlenhydrat- und Knochenstoffwechsel. Sie tragen durch
ihren Einfluss auf den Epiphysenschluss und die Osteoklastenhemmung zum
Knochenaufbau bei. Auch Funktionen bei der Homdostase im kardiovaskularen
System, im Immunsystem und im zentralen Nervensystem sind bekannt (Rassow
et al. 2008, Nilsson et al. 2011).

Die Zielstruktur der Ostrogene ist die Gruppe der Ostrogenrezeptoren (ER). Zuge-
teilt werden sie der Gruppe der Steroidrezeptoren mit Zinkfingerelementen, welche
nach der Aktivierung als Transkriptionsfaktoren agieren. Es wurden bisher zwei
Subtypen von Ostrogenrezeptoren unterschieden, Ostrogenrezeptor alpha (ERa),
kodiert vom ESR1-Gen auf Chromosom 6 und Ostrogenrezeptor beta (ERB), ko-
diert vom ESR2-Gen auf Chromosom 14.

ERa wurde vorwiegend im Skelettsystem, den Hoden, Nebenhoden, im
Stromagewebe der Prostata, Uterus, Ovarien, Mamma und Leber nachgewiesen.

ERP zeigte sich vor allem in Blase, Epithelgewebe der Prostata, Kolon und Lunge.
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Die Lokalisation kann je nach Alter und Krankheitszustand variieren (Nilsson et al.
2011). Untersuchungen zeigten antagonistische Effekte der beiden Rezeptoren
und Veranderungen des Expressionsverhaltens bei malignen Prozessen, welche
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine wesentliche Rolle im Prostatakarzinom spielen
(Chen et al. 2008).

In der Prostata ist ERa in der Basalzellschicht und ERB im sekretorischen Epithel
lokalisiert. Die Basallzellschicht ist fur Proliferation verantwortlich und agiert
androgenunabhangig, wohingegen das sekretorische Epithel far
androgenabhangige Differenzierungprozesse steht (Bonkhoff et al. 2003). In der
Karzinogenese nimmt ERa durch Proliferationssteigerung und inflammatorische
Prozesse die Funktion eines Onkogens ein. Dagegen wirkt ERB als
Tumorsuppressor durch Differenzierung der Zellen und Induktion von
Apoptosevorgangen (Bonkhoff und Berges 2009, Ellem und Risbridger 2007, de
Marzo et al. 2007).

Wahrend der Entwicklung des Prostatakarzinoms werden auch die ER durch Re-
gulationsvorgange verandert. So zeigen Tiermodelle eine Hochregulation des ERa
in der sog. high-grade prostatischen intraepithelialen Neoplasie (HGPIN), welche
wahrscheinlich krebserregende Wirkung tiber Ostradiol vermittelt. In der Progres-
sion des ERa und des Ostrogenregulierten Progesteronrezeptors (PR) im Prosta-
takarzinom bis hin zum CRPC zeigt sich, dass Ostrogen, aber auch Progesteron

fur das Tumorwachstum genutzt wird.

Auch TMPRSS2-ERG, eine Genfusion im Prostatakarzinom, welche mit aggressi-
vem Wachstum assoziiert ist, wird Uber Signalwege, die von ER abhangig sind,
reguliert. Durch Agonisten des ERa kann die Expression des TMPRSS2-ERG ge-
steigert werden, wohingegen ERB-Agonisten diese senken (Bonkhoff und Berges
2009, Mak et al. 2010). ERB wird im normalen sekretorischen Gewebe der Prosta-
ta noch exprimiert, dagegen wird er bereits im HGPIN nur noch teilweise und bei
einem Gleason-Score von 3 - 5 kaum noch nachgewiesen. Dies gilt auch fir hor-
monabhangige Tumore. Im kastrationsresistenten Prostatakarzinom sind nur noch
Spuren oder gar kein ERB mehr nachweisbar. Wie Studien belegen, kann jedoch
die Expression des ER[P reaktiviert werden. Auslosen konnen dies ERp-

spezifische Liganden, wie z. B. das Phytoostrogen Tectorigenin (TG).
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Phytodstrogene stammen aus dem Sekundarstoffwechsel von Pflanzen mit einer

schwachen Ostrogenwirkung.

Das Ausschalten von Genen, sogenanntes gene silencing durch Histon-
Deacetylasen (HDAC), kann durch dementsprechende Histon-Deacetylasen-
Inhibitoren (HDACI) aufgehoben und die ERB-Expression wieder gesteigert wer-
den. Zu den HDACI zahlen auch Antiepileptika wie Valproat. Damit kdnnen
Tumorsuppressoren, die im CRPC herunter reguliert wurden, wieder neu aktiviert
werden und das Karzinom an Malignitat verlieren (Thelen et al. 2004, Stettner et
al. 2007, Strauss et al. 2009, Thelen et al. 2010, Stettner et al. 2012).

Beide Substanzen, Phytodstrogene und HDACI, wirken expressionssteigernd auf
ERB und fihren damit zur Regulation anderer CRPC-relevanter Gene. Bei der
Stimulation mit TG zeigen sich Veranderungen in der Androgenkaskade und den
androgenabhangigen Genen. So werden unter anderem der AR sowie PSA und
PCA-3, ein Prostatakarzinom-spezifisches Indikatorgen mit Reaktivierung des ER3
in ihrer Expression deutlich gesenkt. Damit ist der aktivierte ERB in der Lage, pro-
gressionsfordernde Gene und vor allem zentrale Strukturen, wie den AR in seiner

Expression zu hemmen. Dadurch wirkt ERB anti-androgen.

Durch spezielle siRNA (small-interfering RNA) lasst sich ERB ausschalten und die
Prozesse der Expressionsanderungen wieder umkehren. Es zeigen sich erneut
Expressionssteigerungen des AR, PSA, PCA-3 und anderer androgenabhangiger
Gene (Stettner et al. 2007). Diese Aussagen konnten unter anderem auch fur PSA
am Mausmodell gezeigt werden (Thelen et al. 2005). Nebenwirkungen des TG
sind kaum bis keine vorhanden, jedoch ist die Zusammensetzung der Praparate
aufgrund der pflanzlichen Herkunft unterschiedlich. Schwierigkeiten ergeben sich
so bei der Isolation, der Ausbeute und der Reinheit aus Pflanzenextrakten im Ge-

gensatz zu chemischer Synthese (personliche Mitteilung von Paul Thelen 2013).

Setlur konnte auch einen Zusammenhang zwischen dem aggressiveren Prostata-
karzinom mit der TMPRSS2-ERG-Fusion und dem ER-Signalweg aufzeigen. In
seinen Analysen stellte er ein geringeres Tumorzellwachstum nach der Stimulation
mit dem synthetisch hergestellten ERB-Agonisten DPN fest (Setlur et al. 2008).
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Bei Tiermodelluntersuchungen wurden Gemeinsamkeiten in der Genexpression
des Prostatakarzinoms bei Menschen und bei ERB-negativen Mausen beobachtet.
Daraus ergaben sich die Annahmen, dass Mausmodelle auch Aufschluss Uber die
Genexpression im Menschen liefern kdnnten. Aufgrund der anatomischen Unter-
schiede der Organe wird dies jedoch diskussionswurdig (Warner und Gustafsson
2010).

Weitere Studien zeigen vielversprechende Ergebnisse an Geweben des Prostata-
karzinoms und der BPH. Beide wurden mit dem synthetisch hergestellten selekti-
ven ERB-Agonisten 8B-VE2 stimuliert. Es lieRen sich induzierte Apoptosen im
Stroma und Epithel nachweisen. Damit bietet die selektive Aktivierung des ERB
eine Therapiemoglichkeit des Prostatakarzinoms und der BPH. Auch die Kombina-
tionstherapie mit ERa-Antagonisten ware denkbar (Nilsson et al. 2011, siehe
1.3.2). Stettner konnte ebenfalls eine ERB-Expressionssteigerung auf Proteinebe-
ne durch die Stimulation mit 88-VE2 nachweisen (personliche Mitteilung von Paul
Thelen 2013).

1.3.2 Prostataspezifisches Antigen

Das prostataspezifische Antigen (PSA), auch als Semenogelase oder Kallikrein-3
bezeichnet, ist eine Glucoprotein-Serin-Protease, die in das Ejakulat des Mannes
sezerniert wird. Es wird in den periurethralen Drusen u. a. der Prostata produziert
und dient der Verflussigung des Samens. Die Produktion ist androgenabhangig.
Erstmals wurde das Protein in den 70er Jahren von Hara beschrieben, der es in
der humanen Seminalflussigkeit nachweisen konnte (Hara et al. 1971). Isoliert
wurde es spater durch Wang, der es im normalen Prostatagewebe, der BPH und
im maligne veranderten Prostatagewebe nachweisen konnte (Wang et al. 1979).
Papsidero konnte nachweisen, dass das PSA im Prostatagewebe mit dem im Se-

rum gemessenen identisch war (Papsidero et al. 1980).

In den darauffolgenden Jahren sollte PSA als Tumormarker etabliert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass das Fortschreiten und das Volumen des Prostatakar-
zinoms stark mit dem PSA-Wert korreliert. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
nach einer radikalen Prostatektomie der PSA-Wert in nicht messbare Bereiche
sank (Stamey et al. 1987).
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Die PSA-Bestimmung als Screening-Methode ist jedoch bis heute umstritten, da
die gewonnene Lebensverlangerung nicht in Relation mit dem Risiko durch Diag-
nostik und Therapie steht (Schroder et al. 2009). Falsch positive Befunde finden
sich auch bei vorangegangener mechanischer Reizung, Entzindungs-prozessen
und bei der BPH (Bérgermann et al. 2006), obwohl sich beim Prostatakarzinom in
Bezug auf die BPH bis zu 10-fach héhere Spiegel messen lassen (Partin et al.
1996). Zudem wird beflirchtet, dass es zu vielen unnétigen Behandlungen asymp-
tomatischer Karzinome kommt, die in Bezug auf die verbleibenden Lebensjahre
wahrscheinlich unentdeckt geblieben waren und auf die Todesursache keinen Ein-
fluss gehabt hatten.

Jedoch zeigen Studien mit einem langeren Uberwachungszeitraum eine effektive-
re Senkung der Mortalitdt als sie durch die European Randomized Study of
Screening for Prostate Cancer (ERSPC-Studie) gezeigt wurde (Huggosson et al.
2010). Der Aussagewert steigt auch mit der Hohe der gemessenen Konzentration
und bei Patienten mit einer Lebenserwartung von uber 10-15 Jahren, die von einer
rechtzeitigen Behandlung einen lebensverlangernden Nutzen hatten (Haese et al.
2003). Zusammen mit anderen diagnostischen Verfahren hat die PSA-
Bestimmung ihren Stellenwert zur Indikation der darauffolgenden Biopsie, wenn
der Wert erstmalig Uber 4ng/ml in der Fruherkennung liegt oder ein auffalliger
PSA-Anstieg vorliegt. Er wird auch zur Einschatzung des Risikos bei lokal be-
grenzten Karzinomen zusammen mit der TNM-Klassifikation und dem Gleason-

Score herangezogen (Bergh et al. 2009).

Den wichtigsten Stellenwert besitzt die PSA-Messung jedoch klinisch als Verlaufs-
parameter nach kurativer Intervention. Als Marker far die
Androgenrezeptoraktivitat lassen sich Ruckschlusse auf die Proliferationaktivitat
des Prostatakarzinoms treffen. Ein Ansprechen auf die Therapie und ein Thera-
pieversagen sind somit erkennbar und es kdnnen ggf. weitere therapeutische
Schritte einleitet werden (Thelen et al. 2016).

1.3.3 Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor (AR) gehért wie auch der Ostrogenrezeptor zur Klasse der

Steroidrezeptoren. Seine Aktivierung erfolgt intrazellular Gber Androgene, und er
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vermittelt als Transkriptionsfaktor die Aktivierung androgenregulierter Gene, die fur
die Proliferation und Differenzierung der Prostatazellen verantwortlich sind. Der
Entzug der Androgene auflert sich durch Apoptose der Zellen (Culig et al. 2000,
Lu et al. 1997).

Die Androgene Testosteron und vor allem DHT, tragen hauptsachlich zur Prolife-
ration des Prostatakarzinoms bei. Daher spielt seit dieser Erkenntnis die Therapie
des Androgenentzugs und das Eingreifen in diese Prozesse eine entscheidende
Rolle in der Behandlung des Prostatakarzinoms (Vis und Schréder 2009). Nach
anfanglichem Erfolg und dem Sistieren der Erkrankung folgt in den meisten Fallen
im Laufe der Jahre die Entwicklung eines kastrationsresistenten Karzinoms. Die-
ses proliferiert androgenunabhangig oder nur mit Spuren von Androgen weiter
(Knudsen und Penning 2010). Es wird auch diskutiert, dass dieser Mechanismus

durch Aktivierung von Stammzellen in Gang gesetzt wird (Akakura et al. 1993).

Das Gen, welches fur den AR kodiert, befindet sich auf Chromosom Xq11-q13 und
ist ca. 180 kb lang. Seine 8 Exons kodieren das AR-Protein mit seiner transkripti-
onsregulierten Region und seinen Liganden-bindungsstellen. Der AR befindet sich
nach Androgenbindung vor allem intranuklear in den Zellen des Drusenepithels
und in den Stromazellen der Prostata. In nicht proliferierenden Anteilen, wie in
epithelialen Basalzellen, ist er gar nicht oder nur schwach vorhanden. Im inakti-

vierten Zustand liegt der AR an Chaperonen gebunden im Zytoplasma vor.

Wahrend Testosteron vor allem im Blutkreislauf vorhanden ist und fur zahlreiche
Funktionen im Organismus verantwortlich ist, spielt das aktivierte Testosteron
(DHT), welches in einer 6-fach hoheren Konzentration als Testosteron im Prosta-
tagewebe vorliegt und eine hohere Affinitat zum AR besitzt, die entscheidende
Rolle der androgenvermittelten Prozesse innerhalb der Prostata. Nach der Aktivie-
rung des AR durch DHT kommt es zu Konformationsanderungen und es bildet
sich ein AR-Liganden-Komplex. Dieser gelangt in den Zellkern und bindet als Di-
mer an der spezifischen DNA-Bindungsstelle, auch als androgen response ele-
ments (ARE) bezeichnet, und leitet die Transkription androgenregulierter Gene,
wie z. B. PSA ein. Dadurch spiegelt PSA als Marker die Aktivitat des AR wider.
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Auch verschiedene Koaktivatoren werden fur die Einleitung der Transkription be-
notigt, wahrend andere als Korepressoren fungieren (Vis und Schroder 2009,
Knudsen und Penning 2010, Feldmann und Feldmann 2001). Durch verschiedene
Veranderungen in der Androgensignalkaskade kommt es trotz des
Androgenentzugs und einem dadurch bedingten niedrigen Androgenspiegel nach
ca. zwei bis drei Jahren durch neue oder verstarkte Signalwege zum kastrations-
resistenten Prostatakarzinom und der damit verbundenen Progression der Erkran-
kung (Knudsen und Scher 2009, Yuan und Balk 2009). Bereits eine Amplifikation
und Uberexpression des AR wiirde ausreichen um eine Androgenablation zu
kompensieren. Es ist anzunehmen, dass der Verlust von Transkriptions-

modulatoren dabei eine wesentliche Rolle spielt.

Veranderungen in der Ligandenbindungsstelle erweitern das Spektrum der Ligan-
den und erlauben auch anderen Steroidhormonen, z. B. Progesteron, Ostrogenen
oder bereits minimalen Anteilen von Androgenen eine Induktion auszuldsen. Anti-
androgene verlieren dadurch an Effektivitat und konnen sogar als Agonisten wir-
ken. Dabei haben die AR-Inhibitoren der neuen Generation, die durch eine hohere
Affinitdt zum AR gekennzeichnet sind, potenziell nach einer Mutation auch eine
hdhere Effektivitat der AR-Aktivierung.

Alternative SpleiRvarianten des AR, die auf die Transaktivierungs- und DNA-
Bindungsdomane beschrankt sind und ohne Ligandenbindungsstelle auskommen,
agieren vollig unabhangig von Androgenen. Die Entstehung beruht auf Modifikati-
onen in der post-transkriptionellen Phase. Eine Erhdhung der Spleildvarianten
wurde im CRPC nachgewiesen. Die Therapie durch direkte AR-Antagonisten ware
dadurch wesentlich eingeschrankt (Knudsen und Penning 2010, Thelen et al.
2016, siehe 1.3.4).

Auch posttranslationale Veranderungen des AR durch bestimmte Modulatoren,
wie der Intrgrin like Growth Factor (IGF), tragen z. B. durch Phosphorylierung und
Rekrutierung weiterer Kofaktoren zu einer erhdhten ligandenunabhangigen Aktivi-
tat des AR bei. Die genaue Regulierung dieser alternativen Kaskaden ist noch
weitgehend unbekannt. Koaktivatoren konnen verschiedene Funktionen modulie-
ren oder entsprechende Enzyme aktivieren oder auch Konformationsanderungen

im AR bewirken. Die Deregulation dieser fuhrt entweder zu einer ungehemmten
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Expression und verleiht dadurch dem AR eine Uberempfindlichkeit gegentiber
Androgenen oder lasst durch Modulationen im AR selbst Antagonisten als
Agonisten fungieren; ein entscheidender Punkt beim Ubergang vom hormonsensi-
tiven zum kastrationsresistenten Prostatakarzinom. Auch die Herunterregulierung
der Korepressoren kann eine solche Wirkung auslosen. Dazu tragen Makropha-
gen-induzierte Signale und die veranderte Lokalisation der Korepressoren bei.
Auch die Suppression Zellzyklus-regulierender Faktoren, u. a. ausgel6ost durch
alternative Spleilvorgange, fordert die Aktivitat des AR zusatzlich. Das vorher be-
stehende Gleichgewicht wird nun auf die Seite der Koaktivatoren verlagert und
schafft sich damit einen entscheidenden Signalweg zugunsten der Tumorprogres-

sion.

Intrakrine und adrenale Androgensynthese werden zusatzlich gesteigert. Die im
Tumor bestehende Syntheseaktivitat kann die normale Synthese sogar Uberstei-
gen und ist durch die niedrige Aktivierungsschwelle des AR noch effektiver. Dies
kompensiert auch die Wirkung weniger affiner AR-Antagonisten und wirkt protektiv

auf Chemotherapeutika.

Mit dem Wiederkehren der Tumorprogression steigt nicht allein die lokale
Androgensynthese, sondern auch die damit verbundene Induktion androgen-
sensibler Gene. Weiterhin tragen die Veranderungen der Abhangigkeit von spezi-
fischen Proteinen dazu bei, die Produktion der Cholesterolsynthese und des freien
Cholesterols anzutreiben (Leon et al. 2010, Locke et al. 2010, Knudsen und
Penning 2010).

Diese Prozesse stellen eine grole Herausforderung an die therapeutischen Mal3-
nahmen, diese Signalwege zu unterbinden. Abirateronacetat ist ein CYP17A1-
Inhibitor und unterbindet die Reaktion Pregnenolon zu Dehydroepiandrosteron
(DHEA) und Progesteron zu A4-Androstene-3,17-dion (siehe 1.3.5). Damit werden
entscheidende Schritte in der Androgensynthese blockiert. Die klinische Anwen-
dung erbrachte ein Ansprechen des CRPC und eine Reduzierung der Knochen-
metastasen (Attard et al. 2008, Knudsen und Penning 2010).

Auch die adrenale Synthese spricht auf die Blockade an. Es resultiert ein sinken-

der Testosteronspiegel. Zusatzlich lenkt Abirateronacetat die Synthese zu
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Desoxycorticosterone um, einem Mineralkortikoid mit glucokortikoider Wirkung.
Um einen Anstieg dieses Hormons zu unterbinden, wird therapeutisch zusatzlich
Prednison oder Dexamethason verabreicht, um die hypophysar-adrenale Achse
und die adrenale Kortikoidbildung zu blockieren (Andersson et al. 1995, Knudsen
und Penning 2010).

Weiterhin stellt das zu den Aldo-Keto-Reduktasen gehdérende Enzym AKR1C3 ein
therapeutisches Ziel dar (AKR1C3-Blockade siehe 1.3.6). Neben anderen Kataly-
satoren scheint es eine dominierende Rolle in der Androgensynthese zu spielen
(Montgomery et al. 2008). Indomethacin kann AKR1C3 spezifisch und potenziell
hemmen, was darauf hindeutet, dass NSAIDs, die weder COX-1 noch COX-2 be-
einflussen, eine effektive therapeutische Mdglichkeit bieten (Byrns et al. 2008,
Knudsen und Penning 2010). Eine Kombinationstherapie, die an unterschiedlichen
Syntheseschritten und alternativen Aktivierungskaskaden ansetzt, kdnnte neue

Therapieerfolge des CRPC erzielen.

MDV3100 (siehe 1.2.6) als selektiver potenzieller AR-Antagonist besitzt eine ho-
here Affinitat als Bicalutamid. Zusatzlich wird die Androgensynthese auf drei ver-
schiedenen Ebenen blockiert. Zum einen blockiert MDV3100, wie auch die Andro-
gen-Inhibitoren der ersten Generation, die Ligandenbindungsstelle des AR. Zudem
wird der Transport des aktivierten AR in den Zellkern und die Bindung an die DNA
inhibiert. Die Komplexbindung mit dem AR reduziert damit die nukleare Effektivitat,
beeintrachtigt die Ligandenbindung zum AR und die Aktivierung anderer
Koaktivatoren. Es resultieren sinkende PSA-Spiegel, die mit der AR-Aktivitat as-
soziiert sind, bei 43% der behandelten 30 Patienten mit CRPC in einer klinischen
Studie Phase I/ll (Tran et al. 2009, Thelen et al. 2016). Es werden Targets unter-
sucht, die sowohl Enzyminhibition als auch AR-Blockade bewirken. Nichtsdesto-
trotz bilden die Modulationen des AR und die zusatzliche Androgensynthese eine
potenzielle Therapieresistenz, die es zukunftig im CRPC zu uberwinden gilt
(Knudsen und Penning 2010).

1.3.4 SpleiBvarianten des Androgenrezeptors AR-V1 und AR-V7

Eine gut untersuchte hochexprimierte SpleiRvariante im CRPC ist AR-V7 (auch

AR3). Dieser aktiviert Reportergene in Abwesenheit eines Liganden und tragt im
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CRPC zum Wachstum bei. Das Wachstum wird durch selektive AR-Antagonisten
wie MDV3100 oder durch Herunterregulierung mit Hilfe einer siRNA des ARfl (AR
full length) blockiert. Dadurch scheint ein wachstumsfordernder Stimulus fur den
AR-V7 vom ARfl auszugehen. Es ist anzunehmen, dass der Anstieg des AR-V7
eine akute Antwort auf die Kastration darstellt, um die Aktivitat des Tumors zu ge-
wahrleisten und keine klonale Vermehrung der kastrationsresistenten Zellen ist
(Watson et al. 2010). Dem widersprechen die Aussagen einer klinischen Studie, in
der Patienten, bei denen die SpleilRvariante AR-V7 exprimiert wurde und die mit
modernen Antiandrogenen, wie Abirateronacetat oder Enzalutamid, behandelt
wurden, kein Therapie-ansprechen zeigten. Einige anfangs AR-V7-negative Pati-
enten zeigten erst unter der Therapie mit Abirateronacetat oder Enzalutamid eine
Expression der Spleildvariante AR-V7 (Thelen et al. 2016).

Transkriptionsprodukte vom AR (ARfl), AR-V1, einer weiteren Spleildvariante des
AR und AR-V7 wurden in den meisten Primartumoren und vermehrt in Metasta-
sen, vor allem in Knochenmetastasen nachgewiesen. Die Spleilvariante AR-V567
konnte in nur ca. 20% der Knochenmetastasen des CRPC nach-gewiesen wer-
den. Hohe Konzentrationen fir AR-V567 und AR-V7 in Knochenmetastasen gin-
gen mit einer gestdrten Zellregulation und kurzer Uberlebenszeit der Zellen einher.
Damit sind diese mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Hornberg et al.
2011).

Im Gegensatz dazu zeigten Zhao et al. 2012, dass weder AR-V1 noch AR-V7-
Expressionssteigerungen Aussagen Uber Rezidive beim hochmalignen Prostata-
karzinom treffen kdnnen. Sie zeigten, dass AR-V1 und AR-V7 sich umgekehrt zum
PSA-Spiegel verhalten und mit dem Alter korrelieren. Hohere Expressionen des

AR-V1 fanden sich zudem in weniger malignen Tumorstadien (Zhao et al. 2012).

1.3.5 Cytochrom P450c17alpha-Enzym A1 (CYP17A1)

Das Gen CYP17 kodiert fir Cytochrom P450c17alpha-Enzyme. CYP17A1, als
Variante des CYP17, wurde als homozygotes Allel bei deutlich mehr Patienten mit
Prostatakarzinom gefunden als andere Allelvarianten dieser Gruppe. Auch hohere
Androgenspiegel wurden damit assoziiert (Wadelius et al. 1999). Das Enzym kata-

lysiert in der Androgenbiosynthese die Reaktion von Pregnenolon zu
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Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Progesteron zu A4-Androstene-3,17-dion
(siehe 1.3.3). Diese Syntheseschritte sind in Metastasen des Prostatakarzinoms
und Tumorrezidiven konsistent vermehrt aktiv und bilden damit wichtige Vorstufen
des Testosterons. Damit tragt CYP17A1 zur Tumorprogression bei (Mostaghel et
al. 2011). Auch die Aggressivitat des Tumors wird damit assoziiert (Loukola et al.
2004).

Abirateronacetat, ein selektiver CYP17A1-Inhibitor, unterdrickt das Tumorwachs-
tum bei Patienten mit CRPC durch Unterbindung der tumoreigenen
Androgensynthese (siehe 1.3.3). Jedoch kann die Blockade weitere Mechanismen
der Kompensation hervorrufen. Es kann die Hochregulation der Transaktivatoren
des AR und dessen Spleilvarianten induzieren, auch eine Steigerung des
CYP17A1 ist moglich und stellt damit zusatzliche Herausforderungen an die The-
rapieoptionen dar (Mostaghel et al. 2011). Cai zeigte die erhohte Expression von
CYP17A1 nach der Therapie mit CYP17A1- Inhibitoren und eine vermehrte Muta-
tion des AR, welcher unabhangig von CYP17A1, aber weiter abhangig von der
Steroidsynthese und anderen CYP-Enzymen bleibt (Cai et al. 2011).

1.3.6 Aldo-Keto-Reduktase AKR1C3

Das zur Familie der Aldo-Keto-Reduktasen gehérende Enzym AKR1C3, auch un-
ter dem Namen 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 bekannt, katalysiert ver-
schiedene Prozesse in der Androgen-, Ostrogen-, Progesteron- und
Prostaglandinsynthese. Im Prostatagewebe katalysiert AKR1C3 bevorzugt die
Reaktion von A*-Androstendion zu Testosteron. Dadurch reguliert AKR1C3 die
Androgensynthese und die damit verbundene Aktivierung des Androgenrezeptors.
Es konnte durch einen spezifischen AKR1C3-bindenden Antikorper
immunhistochemisch  gezeigt werden, dass vor allem in primaren
Adenokarzinomen eine Aktivitat zu messen war. Im Gegensatz zeigten normale
Prostataepithelzellen wenig bis keine Aktivitat. Es wurde angenommen, dass
AKR1C3 Einfluss auf Androgene und Prostaglangine in den Epithelzellen der
Prostata ausubt (Fung et al. 2006). Lewis untersuchte unter anderem die Expres-

sion von AKR1C3 im Progesteronstoffwechsel des Brustgewebes. Er fand heraus,
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dass AKR1C3 vermindert in Tumorgeweben im Vergleich zum normalen Brustge-

webe exprimiert wurde (Lewis et al. 2004).

Die erhohte Expression in lokal begrenzten und fortgeschrittenen Karzinomen der
Prostata wurde durch Wang bestatigt. Der Metabolismus des Prostaglandin D,
wird auch durch AKR1C3 und der weiteren Isoform AKR1C2 beeinflusst und da-
durch die Proliferation der Prostatazellen gefordert. Mit Hilfe der Transfektion von
AKR1C3- und AKR1C2-cDNA in die androgenunabhangige Prostatakarzinomzell-
linie PC-3 und fehlendem AR, konnte eine steigende Expression dieser nachge-
wiesen werden und zeigte damit eine steigende Proliferation der Zellen in Abhan-
gigkeit der PGD,—Stimulation (Wang et al. 2008).

Dozmorov bestatigte, dass die AKR1C3-Expression mit steigender Aggressivitat
des Tumors einhergeht. Er zeigte an der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 den Ein-
fluss der AKR1C3 auf den Ostrogen- und Androgenstoffwechsel, sowie die Akti-
vierung des IGF-1, des Akt-Signalweges und der Férderung der tumorvermittelten
Angiogenese (Dozmorov et al. 2010). Mit diesen vielversprechenden Entwicklun-
gen wird durch einen AKR1C3-Inhibitor versucht, diesen Prozess zu durchbrechen
(Chen et al. 2012).

1.3.7 Transmembranose Protease:Serin 2-ERG Fusion (TMPRSS2-ERG)

Das androgenkontrollierte Gen kodiert flr eine transmembrandse Protease: Serin
2. In der Promotorregion befindet sich das androgenabhangige Element dieses
Gens. In der VCaP-Zelllinie liegt dieses Gen fusioniert mit einem Mitglied der ETS-
Familie der onkogenen Transkriptionsfaktoren vor (siehe 2.2.1). Somit regulieren
auch Androgene die Expression dieser Transkriptionsfaktoren (Tomlins et al.
2005). Die TMPRSS2-ERG-Fusion vermittelt eine vermehrte Invasion der Tumor-
zellen. Eine Progression in Bezug auf aggressives Wachstumsverhalten wird auch
damit assoziiert (Tomlins et al. 2008, Kumar-Sinha et al. 2008).

Es ist wahrscheinlich, dass die TMPRSS2-ERG-Fusion bereits im frihen Prosta-
takarzinom eine Rolle in der Entwicklung und Progression spielt. In der Studie von
Perner wurden verschiedene Stadien des Prostatakarzinoms auf die TMPRSS2-

ERG-Fusion untersucht. Er konnte zeigen, dass nahezu 50% der lokalisierten
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Prostatakarzinome, 30% der hormonnaiven Metastasen, 33% der kastrationsresis-
tenten Metastasen und bereits 19% der hochgradigen intraepithelialen
Neoplasieherde die Fusion aufwiesen. Er beschrieb damit, bezogen auf die Inzi-
denz des Prostatakarzinoms, die Genfusion TMPRSS2-ERG als haufigste geneti-
sche Aberration, die bisher in Tumoren festgestellt wurde (Perner et al. 2007).
Auch eine klinische Anwendung als Biomarker fur einen zusatzlichen diagnosti-
schen Test kdonnte aufgrund der hohen Spezifitdt von Nutzen sein. In einer Zu-
sammenfassung der verschiedenen spezifischen Biomarker fir das Prostatakarzi-
nom, welche auf ihren diagnostischen und therapeutischen Nutzen getestet wur-
den, sind besonders PCA-3 und TMPRSS2-ERG herausragend. Wahrend PCA-3
bereits in Form eines Urintests Anwendung findet, zeigt die TMPRSS2-ERG Gen-
fusion eine weitere Option der Diagnostik auf (Salagierski et al. 2012). Der PCA-3-
Urintest ergab eine Sensitivitat von 93%, wobei der gleiche Test fur TMPRSS2-
ERG eine hohere Spezifitat von 87% aufwies. Aus dieser Schlussfolgerung sollte
auch eine diagnostische Stanzbiopsie bei einem PSA< 10 ng/ml und positiven
Urintest fur PCA-3 oder TMPRSS2-ERG durchgefuhrt werden (Salami et al. 2013).

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass nach der Androgendeprivation auch
die Expression des TMPRSS2-ERG in vitro und in vivo sank. Im CRPC erholte
sich am Beispiel der VCaP-Zelllinie nach Reaktivierung der Androgenrezeptor-
vermittelten Expression die Expression der TMPRSS2-ERG wieder vollstandig.

Dies gelang auch mit anderen androgenregulierten Genen (Cai et al. 2009).

1.3.8 Prostate Cancer Gene 3 (PCA-3)

Das prostataspezifische Gen wurde erstmals von Bussemakers 1999 beschrieben.
Es zeigte im Vergleich zum gesunden Prostatagewebe, in welchem keine Expres-
sion nachgewiesen wurde, eine starke Uberexpression im Prostatakarzinom. An-
dere Tumorgewebe wie Mamma-, Ovarial-, Endometrium-, Zervix- oder auch Ho-
denkarzinome zeigten keine Expression. Detektiert wurde das damals noch als
DD3 (differential display clone 3) bezeichnete Gen auf Chromosom 9q21-22. Es
konnte keine Funktion aufder eines nicht kodierenden Abschnittes einer RNA fest-

gestellt werden, womit davon auszugehen ist, dass kein Protein kodiert wird. Des
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Weiteren waren im Abgleich mit Datenbanken keine vergleichbaren Gene zu fin-

den (Bussemakers et al. 1999).

Aus dem Namen DD3-Gen wurde spater PCA-3 (prostate cancer gene 3), um der
Prostataspezifitat Ausdruck zu verleihen. Den histologischen Nachweis erbrachte
Popa. In seiner Untersuchung konnte er zeigen, dass PCA-3 von den meisten
HGPIN (high-grade prostatic intraepithelial neoplasia) exprimiert wurde und dies
bei gesundem Drusengewebe fern vom Tumor nicht zutraf. In der Nahe des Karzi-
noms stieg die Expression jedoch an (Popa et al. 2007). Auch Landers untersuch-
te einige Biomarker im Hinblick der molekularen Diagnose des Prostatakarzinoms
und fand heraus, dass PCA-3 140-fach hoher exprimiert wurde als im Gewebe
einer BPH (Landers et al. 2005). Daher wurde PCA-3 als Marker bei der Diagnose
verwendet. Er wird nach digitaler rektaler Prostatamassage im Urin gemessen und
lasst Ruckschlusse zu, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine bevorste-
hende Prostatabiopsie positiv ist. In diesem Test ist PCA-3 dem PSA Uberlegen
(Haese et al. 2008). Die Datenlage zur weiteren Regulierung dieses Genes zeigte

bisher noch keine klaren Ergebnisse.

1.4 Selektive Ostrogenrezeptorliganden

Selektive Ostrogenrezeptorliganden fiir den Typ ERB kénnen eine Reaktivierung
bei zuvor verloren gegangener Expression und den damit verbundenen Funktio-
nen erreichen (siehe 1.3.1). Liganden, die die Eigenschaft besitzen, spezifisch
ERB zu binden, sind in der Lage, nur Homodimere vom Typ ERPB zu bilden. Im
Gegensatz dazu konnen ERa-Liganden zusatzlich zu ERa-Homodimeren auch
ERa-ERB-Heterodimere bilden, wobei ERa mit seinen Funktionen dominiert (Po-
well und Wu 2008, Nilsson et al. 2011). Damit zeigte sich eine ligandenabhangige
Formation je nachdem, ob sich Homodimere oder Heterodimere bilden (Monroe et
al. 2005, Nilsson et al. 2011). Spezifische Liganden I6sen eine
Konformationsanderung in der Ligandenbindungsdomane (LBD) des ER aus und
induzieren dadurch mit Hilfe des nukledren Rezeptors Interaktionen mit speziellen
Koaktivatoren (Hall und McDonnell 2005, Persissi et al. 2005, Nilsson et al. 2010,
2011).
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Unterschiedliche Liganden I6sen je nach ER-Typ, an den sie binden, auch unter-
schiedliche Konformationsanderungen und damit auch unterschiedliche genregu-
lative Prozesse aus (Leitman et al. 2010). In einer Untersuchung des ERp zeigte
dieser auch massive Effekte auf die Inhibition inflammatorisch wirkender Gene
(Saijo et al. 2011, Nilsson et al 2011). Ein wichtiges Ziel ist es, bei selektiven Li-

ganden grotmaogliche Affinitat zu ihren bestimmten ER-Subtypen zu erreichen.

1.4.1 Diarylpropionitril

Nachdem Phytodstrogene fur ihre selektiven Bindungseigenschaften am ERp be-
kannt wurden, wurden auch synthetisch hergestellte Substanzen entwickelt.
Meyers fand heraus, dass 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)Propionitril (Diarylpropionitril,
DPN, Abbildung 1) ein potenzieller ER-Agonist ist, welcher eine 70-fach hohere
Selektivitat zu ERB als zu ERa besitzt. Er konnte zeigen, dass die zweifache
Nitrilgruppe im DPN far die Affinitat und Selektivitat zum ERP verantwortlich ist
(Meyers et al. 2001). Harrington bestatigte DPN eine 30-fach hohere Selektivitat
zum ER( als zum ERa (Harrington et al. 2003).

Diarylpropionitrile
(DPN)

Abbildung 1: Strukturformel des planaren ERB-selektiven Liganden DPN

Quelle: Nilsson et al. 2011, Seite 784

Jedoch zeigt DPN ahnlich moderate Bindungseigenschaften zum ERB wie
Phytodstrogene (Meyers et al. 2001, Nilsson et al. 2011). Genau wie
Phytoostrogene besitzt DPN eine planare raumliche Struktur. Der Grund fur die

Selektivitat der planaren Liganden ist, dass die Bindungstasche des ER flacher

22



ist als die des ERa (Manas et al. 2004, Nilsson et al. 2011). Diese ermoglicht eine
Passgenauigkeit der Liganden. Die Grenzen dieser Liganden zeigen sich jedoch in
der Energiekurve. Es bestehen geringe Anziehungskrafte und Wechselwirkungs-
energien der beiden Interaktionspartner vor allem auf Distanz. Diese tragen ent-

scheidend zur moderaten Selektivitat bei (Nilsson et al. 2011).

1.4.2 8B-Vinyl-Ostradiol

Es stellte sich heraus, dass Abstande unterhalb des Optimums zwischen Liganden
und Rezeptor starke abstolRende Wechselwirkungen auslésen. Das Ziel war es,
Liganden mit starken abstoRenden Wechselwirkungen zum ERa und gleichzeitig
gegenteilige Effekte zum ER[ zu erzeugen, um die Selektivitat und Bindungsstabi-
litdt zum Letzteren zu erhdéhen. Dafur muss der Ligand in Bereichen, in denen sich
die Aminosaurestrukturen des ERa und ERp unterscheiden, eine grofiere Kongru-

enz zum ERf aufweisen.
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Abbildung 2: Strukturformel des nicht-planaren ER-selektiven Liganden 83-Vinyl-
Ostradiol (88-VE2)

Quelle: Nilsson et al. 2011, Seite 784

Um die Alternativen der unterschiedlichen Bindungsmodalitaten und
Konformationsanderungen der Liganden zu umgehen, bendtigt es einen unflexib-
len, starren Liganden. 8B-Vinyl-Ostradiol (8-Vinylestra-1,3,5(10)-trien-3,17B-diol
oder 8B-VE2) ist ein asymmetrischer, sehr rigider und nicht-planarer Ligand mit
hoher Selektivitat zum ERP (Abbildung 2). Fur die rezeptorgebundene

Konformation, die eine energiearme Ligandenbindung mit dem ERp zulasst, wurde

23



Ostradiol als Modellvorlage verwendet. In Studien an Prostatakarzinomgewebe
und BPH, die mit dem selektiven ERB-Agonisten behandelt wurden, zeigten sich
Apoptosevorgange in Epithelgewebe und im Stroma. Dadurch erhartet sich die
Annahme, mit selektiven ERB-Agonisten eine weitere wichtige Therapieoption in
der Behandlung des Prostatakarzinoms und der BPH zu erzielen (Nilsson et al.
2011, McPherson et al. 2010, Dey et al. 2013).

Auch Hussain konnte zeigen, dass 8B-VE2 die Regeneration der Prostatazellen
beeintrachtigt. Diese ging mit Zellatrophie und Erschopfung der Basalzellen ein-
her. AulRerdem beeintrachtigte sie die Klonogenitat und die Selbsterneuerung der

Prostatastammzellen (Hussain et al. 2012).

1.5 Zielsetzung

Der hohe Anteil des Prostatakarzinoms an den Tumorerkrankungen und die An-
zahl der Neuerkrankungen pro Jahr, die stetig zunimmt, ricken das Prostatakarzi-
nom immer starker in den Fokus der medizinischen Wissenschaft. Gerade im Hin-
blick auf das Fortschreiten des Karzinoms bis zur Kastrationsresistenz und die
heute noch unzureichenden Therapieoptionen in dieser Phase sind weitere wis-
senschaftliche Erkenntnisse notig. Aktuell treten klinisch die Probleme der Thera-
pieresistenz, der Kreuzresistenzen und der Entzugssyndrome bei der Behandlung
des metastasierenden Prostatakarzinoms auf. Die androgene Signalkaskade als
zentrale Achse, die durch den Tumorsuppressor ERB beeinflusst werden kann,

soll in dieser Arbeit thematisiert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Wirkungsweise zweier dstrogenspezifischer
Rezeptorliganden zu untersuchen und den Zusammenhang zwischen ER-
Expression und der onkoprotektiven Wirkung auf kastrationsresistente Prostata-
karzinomzellen zu zeigen. Langfristig soll diese Arbeit einen Beitrag zu alternati-

ven Therapieansatzen des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms leisten.

Um dies zu erreichen, sollte die Auswirkung von 2zwei selektiven
Ostrogenrezeptorliganden - Diarylprorprionitrii und 8B-Vinyl-Ostradiol - auf

adrogenabhangige Gene in Prostatakarzinomzellen gezeigt und miteinander ver-
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glichen werden. Hierfir wurden Zellen der Vertebral Cancer of the Prostate-

Zelllinie (VCaP) in vitro mit den beiden Rezeptorliganden stimuliert.

Daran anschlieend wurden die Effekte der Aktivierung auf RNA-Ebene mit Hilfe
einer quantitativen rPCR Uuberpruft. Dabei wurden vor allem folgende
androgenabhangige Gene berucksichtigt: AKR1C3, ARfl, ARV1 und seine
Spleilvariante AR-V7, CYP17A1, ERB, PSA und TMPRESS2-ERG. Des Weiteren
erfolgte die Analyse der Expression von AR und CYP17A1 mittels Gelelektropho-

rese und Western-Blot.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

211 Zellkultur

Tabelle 1: Verwendete Zelllinie und Medien

Material Hersteller und Firmensitz

VCaP ATCC, LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland
RPMI 1640 PAN-Systems GmbH, Nirnberg, Deutschland

enthalt

10% fetales Kalberserum
2% Amino-Acid-Solution
1% L-Glutamin

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Trypsin EDTA

Lonza, Verviers, Belgien

Ethanol (EtOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.2 Stimulationsreagenzien

Tabelle 2: Verwendete Stimulanzien

Stimulationsreagenz

Hersteller und Firmensitz

8p-VE2

Bayer®, Leverkusen, Deutschland

DPN

Tocris Bioscience, Minneapolis, USA

2.1.3 Biologische Substanzen und Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Substanzen und Chemikalien

Biologische Substanzen und Chemikalien

Hersteller und Firmensitz

Agarose

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Gene Ruler™ 100bp DNA Leader

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

6x Loading Dye Solution

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

10x TAE-Buffer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

gPCR Master Mix

Eurogentec, Kdln, Deutschland

Plus SYBR® Green | with fluorescein

Eurogentec, Koln, Deutschland

RNAse-Inhibitor

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Novex® Precast Gels

Life Technologies GmbH,

Deutschland

Karlsruhe,

Pierce® RIPA Buffer

Thermo Scientific, Rockford, lllinois, USA

Protran® Nitrozellulosemembran

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
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Western Lightning® Plus-ECL

Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts,
USA

ProteinSimpleFluorChem E

BioZym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

2.1.4 Kits und Assays

Tabelle 4: Verwendete Kits und Assays

Kits und Assays

Hersteller und Firmensitz

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land

AlmarBlue-Assay

Serotec, Diisseldorf, Deutschland

Cell Proliferation ELISA, BrdU (calorime-
tric)

Roche, Mannheim, Deutschland

Mini RNA Isolation Il Kit™

Zymo Research, Freiburg, Deutschland

Omniscript® RT Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy® Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roti® -Nanoquant Kit

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Quantitect” SYBR®Green RTPCR Kit

Eurogentec, Seraring, Deutschland

pPCR MasterMix Plus for SYBR® Green

Eurogentec, Seraring, Deutschland

Total PSA ELISA EIA-3719

DRG Instruments GmbH, Marburg, Deutsch-
land

2.1.5 Primer und Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Primer

Primer und Antikorper

Hersteller und Firmensitz

Spezifische sense Primer

IBA, Géttingen, Deutschland

Spezifische antisense Primer

IBA, Géttingen, Deutschland

Random Primer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Gene und ihre Sequenzen

Gen Sequenz (sense) Sequenz (antisense) AT in | MT
°C in °C
AKR1C3 5'CGA GAC AAA CGA TGG | 5GGC ACA AAG GAC TGG | 63 82
2012 GTGG ¥ GTCCT &
ARP 5°CGA CCT GGA AGT CCA | 5’ATC TGC TGC ATC TGC | 60 77
ACT AC 3 TTG 3
ARfl 02/12 5°CCA TCT TGT CGT CTT | 5’AGC TTC TGG GTT GTC | 69 83
CGG AAA TGT TAT GAAGC | TCCTCAGTG G &
3
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ARV1 0212 5'CCA TCT TGT CGT CTT | 5CTG TTG TGG ATG AGC | 70 81
CGG AAA TGT TAT GAA GC | AGCTGAGAG TCT 3’
3

ARV7 0212 5CCA TCT TGT CGT CTT | 5 TTT GAA TGA GGC AAG | 65 81
CGG AAA TGT TAT GAA GC | TCAGCC TTTCT 3’
3

Cyp17A1 5°GCT GAC TCT GGC GCA | 5" TTG AAC AGG GCA AAG | 60 85

03/12 CACTYJ GTG G 3

ER-B abc 5TTG CTG AAC GCC GTG | 5'CCT CGC ATG CCT GAC | 60 86
ACCGA 3 GTG GG 3

PSA 5TGA ACC AGA GGA GTT | 5 CCC CAG AAT CAC CCG | 61 87
CTT GAC 3’ AGC AG 3’

TMPRSS2- 5" CAG GAG GCG GAG GCG | 5" CCG TAG GCA CAC TCA | 60 83

ERG GA 3’ AACAACGA Z

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper

Antikorper

Hersteller und Firmensitz

AR-Ak Ab-2 (Cat.# RB-1358)

Lab Visions Corporation,
Kalifornien, USA

Fremont,

Anti-a-Tubulin clone B-5-1-2 (# T 5168)

Sigma, St. Louis, Missouri, USA

CYP17A1 (Cat. 14447-1-AP)

Protein Tech, Manchester, UK

Rabbit secondary antibody (P0448)

Dako, Glostrup, Danemark

2.1.6 Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Software

Hersteller und Firmensitz

Agilent Expert-Software

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land

iCycler iQ® Real Time Detection Software

BioRad, Munchen, Deutschland

E.A.S.Y. Enhanced Analysis System

Herolab, Wiesloch, Deutschland

GraphPad Prism® 5.0

GraphPad Software, San Diego (CA), USA

ImageJ

http://imagej.nih.govl/ij/ (free download)

2.1.7 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerate

Gerate

Hersteller und Firmensitz

Brutschrank CO,-Auto-Zero

Heraeus, Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop

Leitz, Bensheim, Deutschland

Werkbank und Abzug HA 2472 GS

Heraeus Lamin Air, Hanau, Deutschland

Laborfuge 400R/ ©*

Heraeus, Hanau, Deutschland

Nano-Chip-Priming-Station

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
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Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

GenAmp PCR System 2400

PerkinElmer, Rodgau-Jugesheim, Deutschland

iCycler BioRad, Miinchen, Deutschland

Mikrowelle Bauknecht, Stuttgart, Deutschland

Gelschlitten mit Taschenkamm BioRad, Miinchen, Deutschland
Geldokumentationsanlage E.AS.Y. | Herolab  GmbH Laborgerate, Wiesloch,
RH-3 Deutschland

Omnifuge 2.0 RS Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroplatten-Reader MR5000

Dynatech, Denkendorf, Deutschland

Becherglas

Schott, Mainz, Deutschland

Gerite

Hersteller und Firmensitz

Neubauer Zahlkammer

Assistent Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sond-
heim, Deutschland

Vortexer

IKA, Staufen, Deutschland

RNA Nano Chip

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

MS1 Minishaker

IKA, Staufen, Deutschland

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Tabelle 10: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller und Firmensitz

Einweghandschuhe

Meditrade®, Kiefersfelden, Deutschland

50mI Gewebekulturflaschen

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Quarzglas-Kuvetten

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen 10 pl -1000 pl

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

6-well-Platten (Cellstar)

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf-Gefalle 1,5ml

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Pipetten 2,5-1000 pl

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Serologie Pipetten 10ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinie

Die VCaP (Vertebral-Cancer of the Prostate) -Zelllinie entstammt einer Knochen-

metastase im Bereich der Lendenwirbelsaule, die von einem Patienten mit kastra-

tionsresistentem Prostatakarzinom 1997 gewonnen wurde. Sie zeigt eine
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Androgensensibilitat sowohl in vitro als auch in vivo und exprimiert PSA sowie den
AR. Gemeinsam mit der ETS-Familie tragt sie das prostataspezifische,
androgenregulierte Gen TMPRSS2 (Korenchuk et al. 2001). Die haufigste Genfu-
sion mit TMPRSS2 ist die TMPRSS2-ERG-Genfusion. Sie ist circa bei 50% der
Patienten mit auffalligen PSA-Werten, anschliellender Biopsie und operativem
Eingriff, im Bioptat enthalten. Weiterhin zeigen 90% aller Prostatakarzinome eine
gesteigerte ERG-Expression, die die TMPRSS2-ERG-Fusion aufweist (Tomlins et
al. 2005). Aufgrund dieser Charakteristik ist die VCaP-Zelllinie ein reprasentatives
Modell fur Studien des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (Korenchuk et al.
2001).

2.2.2 Zellkultur

Zur Aufbewahrung der Zellen dienten 50-ml-Kulturflaschen mit entsprechendem
RPMI Medium, dem 10% Kalberserum, 2% Aminosaureldosung und 1% L-Glutamin
beigesetzt waren. Diese wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt

gelagert und wochentlich passagiert.

2.2.2.1 Passagieren der Zellen

Das Passagieren der Zellen fand wdchentlich statt; je nach Zellwachstum auch
ausschlieBlich ein Wechsel des Mediums. Dieses Vorgehen wurde unter sterilen
Bedingungen in der Werkbank und dem Tragen von Handschuhen vollzogen.
Nach Kontrolle der Vitalitat und der Zelldichte unter dem Lichtmikroskop wurde
das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt. Fand ein reiner Wechsel des Mediums
statt, wurden vorsichtig 3 ml des auf 37 °C erwarmten Mediums beigefugt und die
Zellen wieder im Brutschrank gelagert. Zur Passage wurden nach dem Absaugen
2 ml Trypsin zur Lyse zugegeben, sodass der Boden der Flasche vollstandig be-
deckt war. Zur besseren Wirkung der Lyse wurden die Zellen 5 min in den Inkuba-
tor Uberfuhrt. Nach Kontrolle der Losung der Zellen wurden diese in Reagenzrohr-
chen Ubertragen und 3 ml Medium beigefugt, um die lytische Wirkung des Tryp-
sins zu verringern. Das Gemisch wurde bei 10.000 U/min 10 min zentrifugiert. Die
Zellen reicherten sich am Boden in Form eines Pellets an. Der Uberstand wurde

sehr behutsam unter dem Abzug abgesaugt und die Zellen erneut mit 2 ml Medi-
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um uberschichtend angereichert. Diese wurden mit jeweils 1ml Medium auf zwei
neue Zellflaschen verteilt und zusatzlich noch einmal mit 2 ml Medium versetzt.
Anschlieend wurden diese wieder im Brutschrank unter den in Kapitel 2.2.2 be-

schriebenen Bedingungen gelagert.

2.2.2.2 Konservierung der Zellen

Um die Zellen langerfristig zu lagern und fur spatere Versuche bereit zu halten,
wurden sie in flissigem Stickstoff bei -196 °C eingefroren. Dafiur wurden die Zel-
len, wie unter Punkt 2.2.2.1 beschrieben, herausgeldst und anschlieRend zentrifu-
giert. Das daraus entstandene Zellpellet wurde mit Hilfe von Cell Freezing Medium
suspendiert und anschlieRend in Gefalke (1,8 ml) Uberfuhrt. Danach erfolgte die
stufenweise Herunterkihlung von -20 °C auf -196 °C im Zeitraum von drei Tagen
mit entsprechender Lagerung. Zur Wiederverwendung wurden die Zellen in 37 °C

warmem Wasser aufgetaut und wieder in Kulturflaschen uberfahrt.

2.2.3 Stimulation der Zellen mit 83-VE2 und DPN

Um die Zellen auf Genexpression und Wachstum zu untersuchen, wurden diese
einer bestimmten Konzentration der verschiedenen Substanzen ausgesetzt. Da-
nach wurde die gesamte zellulare RNA isoliert und nach quantitativer Messung in
cDNA umgeschrieben. Die Genexpression wurde mittels spezifischer Primer und

der real-time PCR bestimmt.

Anhand der Neubauerzahlkammer wurde die Anzahl der Zellen pro ml bestimmt.
Die angestrebte Zellzahl betrug 300.000 Zellen pro ml. Die Zellen wurden in der
entsprechenden Verdunnung in 1ml Nahrmedium in jeweils eine Vertiefung (well)
der 6-well-Platten Uberflhrt und anschlielRend fur 48 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Am 3. Tag erfolgte die Stimulation mit 10-3 molarer Konzentration des
8B-VE2 bzw. des DPN. Fir 8B-VE2 wurden drei Vertiefungen und fur DPN vier
Vertiefungen bendtigt (siehe Tabelle 11). Da DPN in 100%igem Ethanol geldst ist,
wurde eine zusatzliche Kontrolle mit Ethanol angelegt.
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Tabelle 11: Verwendete Stimulationskonzentrationen

8B-VE2-Stimulation pro well DPN-Stimulation pro well

Mediumkontrolle RPMI Mediumkontrolle RPMI
Ethanol

50 pmol 50 ymol

100 pmol 100 pmol

Nach der Stimulation betrug die Inkubationszeit im Brutschrank 24 Stunden. Am
4.Tag fand die Isolation der RNA statt.

2.2.4 RNA-Isolierung

Mit Hilfe des Mini RNA Isolation Il Kit™ wurde die RNA aus den Zellen extrahiert
und gereinigt. Diese Methode ist geeignet fur die spatere Analyse der Genexpres-
sion. Die Isolation erfolgte gemal des Protokolls der Firma Zymo Research. Die
durchgefuhrte Methode beruht auf dem Prinzip der Affinitat. Die Durchfuhrung er-
folgte in kleinen Saulen, die Membranpartikel auf Silicabasis enthalten und durch
ihre hohe Affinitat zu RNA gekennzeichnet sind. Dadurch hafteten RNA-Partikel,
wahrend andere Bestandteile ungehindert durchflossen. Am Ende der Reinigung
erfolgte die Elution der RNA mit Hilfe von RNase-freiem Wasser. Die einzelnen

Schritte werden im Folgenden erlautert:

Nach Priifung der Zellen auf Vitalitat unter dem Lichtmikroskop wurde der Uber-

stand aus den 4 bzw. 3 angesetzten wells der 6-well-Platten vorsichtig abgesaugt.

1) Es wurden pro well 600 pul ZR RNA-Buffer™ zugefligt und anschliel’end
fur ca. 5 Minuten in den Inkubator Uberfuhrt. In dieser Zeit wurden die
Saulen mit einem entsprechenden Eppendorfgefaly vorbereitet.

2) Das Gemisch aus ZR RNA-Buffer™ und Zellen wurde in die Saulen
ubertragen und anschliel3end eine Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert.
Die angesammelte Flussigkeit in der Tube wurde verworfen.

3) AnschlieRend wurden jeweils 400 pl RNA Pre-Wash Buffer zugegeben
und bei 13000 U/min fur eine Minute zentrifugiert. Die FlUssigkeit in den

Eppendorfgefallen wurde wieder verworfen.
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4) Im nachsten Schritt wurden jeweils 700 pl RNA Wash-Buffer in die Sau-
len pipettiert und 30 Sekunden bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen.

5) Es folgte die Wiederholung des in Punkt 4 beschriebenen Durchganges
mit 400 pl RNA Wash-Buffer.

6) Daraufhin wurden die Saulen mit leeren Tuben erneut bei 13.000 U/min
fur zwei Minuten zentrifugiert, um den RNA Wash-Buffer vollstandig zu
entfernen.

7) Die Saulen wurden in RNase-freie Gefalde Uberfuhrt. Es wurden jeweils
35 ul DNase- und RNase-freies Wasser direkt auf die Matrix in die Sau-
len pipettiert und ruhten bei Raumtemperatur flr eine Minute. Anschlie-
Rend wurden die Saulen mit ihren Tuben bei 13.000 U/min fur 30 Se-
kunden zentrifugiert. Die gewonnene RNA befand sich in den Tuben und

konnte sofort verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

Zur weiteren Verwendung war es aufgrund der hohen Empfindlichkeit gegenuber
RNasen erforderlich, unter besonders reinlichen Bedingungen zu arbeiten. Dies
beinhaltete das Tragen von Handschuhen, das Arbeiten in einem RNase-freien
Bereich und das Benutzen von RNase-freien Materialien. Weiterhin war darauf zu

achten, dass die isolierte RNA wahrend der Verwendung auf Eis gelagert wurde.

2.2.5 Messung der RNA

Um die Konzentration der RNA der jeweiligen Probe zu bestimmen, wurde ein
Bioanalyzer der Firma Agilent verwendet. Basierend auf der Mikrofluidik-
Technologie ermdglicht er eine schnelle quantitative und qualitative Bestimmung
der RNA. Die lab on a chip-Technologie enthalt alle Proben und Reagenzien auf
einem Chip. Die Proben bewegen sich durch die angelegte Spannung vom Probe-
gefall durch Mikrokanale und werden dort elektrophoretisch aufgetrennt. Durch
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe werden die einzelnen Komponenten detek-
tiert und in Banden und Elektropherogramme (Peaks) Ubersetzt. Ebenfalls wird
eine genaue Konzentration der RNA mit Hilfe der Software angegeben. Zur Be-

stimmung der Konzentration wurde das Agilent RNA 6000 Nano Kit genutzt. Die
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einzelnen Schritte gemald dem Protokoll des Herstellers werden im Folgenden

beschrieben:

1)

Zuerst wurden 65 pl RNA 6000 Gelmatrix gemald den Angaben des
Herstellers gefertigt und zusatzlich 1yl RNA 6000 Nano dye concentrate
zugegeben.

Der hergestellte Gel-Farbstoffmix wurde bei 13.000 U/min far 10 Minu-
ten zentrifugiert.

Mit Hilfe der dazugehorigen primingstation wurde der RNA Nano Chip
mit dem angefertigten Gel-Farbstoffmix beladen.

Anschlieliend wurden die fur die Proben vorgesehenen wells mit 5 pl
RNA Nano Marker beladen und dazu jeweils 1 pl der zu messenden
Proben pipettiert. Nicht benotigte wells wurden mit 1 yl RNA Nano Mar-
ker zusatzlich beladen.

Daraufhin wurde ein zuvor auf Raumtemperatur gebrachter Leitermix
mit 1 ul in das daflr vorgesehene well Gberfuhrt.

Der beladene Chip wurde fur 1 Minute mit dem daflr vorgesehenen /KA
Vortexer vorbereitet.

Der Chip wurde in den Agilent 2100 Bioanalyzer platziert und die Soft-
ware zur Bestimmung der RNA-Konzentration gestartet.

Nach der Messung erfolgte die Reinigung der Elektroden anhand eines
Elektrodenreinigungschips, der mit 350 yl RNase-freiem Wasser zuvor

beladen wurde.

Die Elektropherogramme geben Aufschluss Uber die Reinheit und Intaktheit der

RNA. In dem folgenden Diagramm ist die Fluoreszenz gegen die Zeit in Sekunden

aufgetragen (Abbildung 3). Trifft die Aussage uber angemessene Reinheit und

Intaktheit zu, lassen sich 3 Peaks im Diagramm erkennen. Der erste Peak wird als

Marker-Peak bezeichnet. Er sollte bei allen Proben erkennbar sein und ist als Ei-

chung zu werten. Er reprasentiert die 5S Untereinheiten der tRNA. Der zweite
Peak stellt die 18S und der dritte Peak die 28S Untereinheit der rRNA eukaryonter

Zellen dar. Zwischen dem zweiten und dritten Peak sollten keine weiteren Peaks

auftreten,

sondern nur eine Hintergrundfloureszenz erkennbar sein; andernfalls

wurde es fur degenerierte RNA sprechen. Zur weiteren Auswertung kann die
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rRNA-Ratio aus 28S/18S gebildet werden. Liegen die Werte uber 1,7, kann eine
Aussage uber eine qualitativ hochwertige rRNA getroffen werden. Das dazugeho-
rige Gelformat (siehe Abbildung 4) zeigt drei scharf abzugrenzende Banden. Die
Marker, welche die 18S- und 28S-Untereinheit der rRNA darstellen, sind fur die
Unversehrtheit der RNA zu werten.
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Abbildung 4: Gel-Darstellung der Bio-

Abbildung 3: Elektropherogramm mit analyzer-Messung

18S- und 28S-Bande

2.2.6 Reverse Transkription der RNA

Fir die spatere Reproduktion der PCR wurden einzelstrangige Abschnitte der
cDNA bendtigt. Fur die Herstellung wurde zunachst RNA durch reverse Transkrip-
tase in cDNA umgeschrieben. Voraussetzung dafur ist eine reine und intakte RNA.

Hierfur wurde das Omniscript® RT Kit verwendet. Dieses beinhaltet eine
Omniscript reverse Transkriptase, die aus E. coli Zellen isoliert wurde und die
Funktionen einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase und eine Hybrid-abhangige
Exonuklease (Ribonuklease H) erfullt. Die DNA-Polymerase sorgt fur die Synthese
der zur RNA komplementaren DNA-Abschnitte. Im Kit enthaltene Primer binden
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zunachst an die RNA und bilden den Anlagepunkt fur die DNA-Polymerase. Diese
bildet mit Hilfe der im Kit enthaltenen dNTPs den zur RNA komplementaren DNA-
Strang. Die Ribonuklease H spaltet nun die RNA-Matrize vom entstandenen RNA-
DNA-Hybrid ab. Es besteht keine Affinitat zu nicht-hybridisierter RNA.

Der experimentelle Ablauf der reversen Transkription wird im Folgenden beschrie-

ben:

Es wurde ein Ansatz von 20 pl bendtigt, der sich aus 14,2 ul RNase-freiem Was-
ser mit darin enthaltenen 500 ng RNA und 5,8 pl Mastermix zusammensetzte. Zu-
nachst wurden die 14,2 pl, bestehend aus RNA und RNase-freiem Wasser bei
65°C fir funf Minuten inkubiert. Danach erfolgt die Zugabe von 5,8 ul Mastermix,

der sich wie folgt zusammensetzt:

10x RT Buffer 2 ul
5mM dNTPs 2 ul
RT 1 pl
RNase Inhibitor 0,3 ul
Random Primer 0,5 ul

Im Thermocycler der Firma GenTech erfolgte die Synthese der cDNA nach fol-

gendem Schema:

10 min 25°C
60 min 37 °C
5 min 93 °C
Erhaltung 4°C

Anschlie®end wurde das Produkt der reversen Transkription in einem Verhaltnis

von 1:4 mit RNase-freiem Wasser verdinnt.

2.2.7 Verfahren der PCR

Zur Amplifikation der cDNA werden bestimmte Primer bendtigt, die an ausgewahl-

te Stellen der cDNA binden und diese dann durch Anlagerung der DNA-
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Polymerase vervielfaltigen. Zuvor wird die DNA-Doppelhelix in Einzelstrange auf-
getrennt. Durch das Erhitzen auf eine Temperatur von 94 °C werden beide DNA-
Strange durch Denaturierung voneinander getrennt. Nach Absenken der Tempera-
tur kdnnen sich Primer, die aus Oligonukleotiden bestehen, an das freie 3"-Ende
der DNA anlagern. Besteht ein Primer aus sense und antisense, lagert sich der
andere am 5'-Ende der DNA an und begrenzt den replizierten Abschnitt. Die Pri-
mer charakterisiert eine spezifische Annealing-Temperatur (siehe Tabelle 6), die
fir das Anlagern vorliegen muss. Sie liegt 5-10 ‘C unter dem Schmelzpunkt der

Primersequenzen.

Die DNA-Polymerase synthetisiert in 5°-3°-Richtung und erzeugt mit Hilfe der ent-
haltenen dNTPs einen komplementaren DNA-Strang (Elongation). Dieser Ab-
schnitt erfolgt mit einer hitzestabilen tag-Polymerase bei einer Temperatur von 68-
72 °C. Danach startet der Zyklus erneut. Dadurch wird eine exponentielle Amplifi-
kation gewahrleistet. Durch das Anfallen kiurzerer Segmente, als der gewiunschte
DNA-Abschnitt, vor allem in den spateren Zyklen, endet die PCR nach ca. 30 Zyk-
len. Das PCR-Produkt kann durch Agarose-Gelelektrophorese anhand seiner
Grole aufgetrennt und durch den Vergleich entsprechender DNA-Leitern mit be-

kannten DNA-Fragmenten identifiziert werden.

2.2.8 Quantitative PCR (real-time PCR)

Bei diesem Verfahren lasst sich in Echtzeit die quantitative Messung anhand eines
Fluoreszenzsignals der PCR-Produkte messen. Der interkalierende Farbstoff
SYBR®Green bindet an doppelstrangige DNA-Abschnitte. Zunéchst inaktiv beige-
mischt wird dieser durch DNA-Produktion aktiviert. Die Messung findet nach jedem
Zyklus statt und erlaubt eine Aussage Uber die Menge der amplifizierten DNA-
Abschnitte in Abhangigkeit zur Intensitat des fluoreszierenden Signals. Somit lasst
diese Methode einen Rulckschluss auf die im Zyklus neu entstandenen DNA-
Abschnitte zu. Die Unterscheidung zwischen den gezielten DNA-Sequenzen (sog.
Targets) und unerwunschter Nebenprodukte ist nicht moglich. Zur qualitativen
Bewertung der rfPCR eignet sich die direkt im Anschluss der rfPCR durchgefuhrte

Schmelzpunktanalyse oder eine Agarose-Gelelektrophorese.
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2.2.9 Schmelzpunktanalyse

Dieses Verfahren eignet sich mit Hilfe eines verwendeten Fluoreszenzmarkers zur
qualitativen Auswertung der PCR-Produkte. Nach Abschluss der rfPCR wird die
Temperatur von 50 °C auf 95 °C stetig um 0,5 K erhéht. Durch Denaturierung und
dem damit verbundenen Zerfall der DNA-Doppelstrange in ihre Einzelstrange re-
sultiert ein Signalabfall durch Lésen des Farbstoffes von der DNA. Dieser Peak
wird als Schmelzpunkt bezeichnet. Die Schmelzpunkttemperatur ist spezifisch fur
das zu messende PCR-Produkt. Der Peak ist abhangig von der Lange des PCR-
Produktes und dem Verhaltnis der Nukleinbasen Guanin-Cytosin und Thymin-
Adenin.

2.2.10 Amplifikationskurve

Die Auswertung erfolgte anhand des Amplifikationsdiagrammes der rfPCR. Die
Fluoreszenzintensitat wird gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen. Der Verlauf

der sigmoidalen Kurve wird in 4 Phasen differenziert.
1. Lineare Grundphase

Die erste Phase ist durch eine lineare Fluoreszenz gekennzeichnet, dabei Uber-
schreitet die Fluoreszenz noch nicht die Hintergrundfluoreszenz. Die Dauer der

sogenannten Baseline betragt ca. 20 Zyklen.
2. Friihe exponentielle Phase

In dieser Phase steigt die Fluoreszenz rapide an und uUbersteigt den Schwellen-
wert (Threshold), der dem 10-Fachen an Fluoreszenz der Baseline entspricht. Der
Zyklus, der den Threshold schneidet, wird auch als threshold cycle bezeichnet. Er
ist der Beginn der exponentiellen Phase (log-Phase) und dient der spateren Be-
rechnung zur Einsetzung der steigenden cDNA-Konzentration.

3. Exponentielle Phase

Die Amplifikation erreicht ihr Optimum. Es kommt unter idealen Bedingungen zur
Verdopplung der PCR-Produkte nach jedem Zyklus.
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4. Plateau-Phase

Die PCR-Effizienz sinkt nun mit steigendem Zyklus und es kommt zu keiner weite-
ren Fluoreszenzzunahme. Grunde hierfur liegen in der Abnahme der Reagenz-
konzentrationen, die zunehmende Instabilitdt der Polymerase und der Produktin-
hibition. Die Plateau-Phase kennzeichnet das Ende der rtPCR.

Zur Erstellung der Amplifikationskurven wurde fur die Datenanalyse die Software

rt-detection der Firma BioRad verwendet.

2.2.11 Durchfiihren der rtPCR

FiUr die Durchfuhrung wurden alle Komponenten in einem separaten Raum in ei-
nem Reaktionsansatz zusammengefihrt. Zur Verwendung kam der qPCR Mas-
terMix Plus SYBR®Green | with Fluorescein der Firma Eurogentec. Der Ansatz

einer Probe setzte sich wie folgt zusammen:

Mastermix 10 pl
sense-Primer 0,2 pl
antisense-Primer 0,2 ul
H.O 4,6 pl
cDNA 5 pl

Eine zusatzliche cDNA-freie Probe wurde bei jeder Messung als Kontrolle mitge-
fuhrt. Alle Substanzen, mit Ausnahme des H,O, wurden zunachst bei Raumtempe-
ratur aufgetaut. Der fertige Reaktionsansatz wurde bei 13.000 U/min far 5 Minuten
zentrifugiert und anschlieRend direkt in den iCycler iQ® der Firma BioRad Uber-

fuhrt. Es wurde folgendes Programm durchgefuhrt.
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Tabelle 12: Verwendetes PCR-Programm

Zyklus | Wiederholungen | Temperatur | Dauer | Funktionaltat
1 1x 95 °C 30s Aktiyierung der Polymerase;
beginnende Denaturierung
5 Step1 60x 95 °C 10s Denaturierung
Step2 60x 55-72 °C 30s Annealing und Elongation

60-95 °C

3 71X Anstieg um je 15s Schmelzpunktanalyse
0,5K

4 4°C Erhaltungstemperatur

2.2.12 Auswertung der rtPCR

Um die Konzentration der spezifischen cDNA in den Proben zu bestimmen, wurde

der threshold cycle (CT-Wert) zur Berechnung herangezogen. Es wurde ein Dia-

gramm mit Proben erstellt, deren unterschiedliche Fragment-Konzentrationen be-

kannt sind. Die CT-Werte der Standardproben wurden gegen den Logarithmus der

cDNA-Kopien aufgetragen. Durch lineare Verbindung entstand die Standardlinie

zur Bestimmung unbekannter cDNA-Konzentrationen. Durch Auftragen der CT-

Werte unbekannter Probenkonzentrationen wird der Logarithmus der DNA-Kopien

ermittelt, welcher durch Umrechnung die Ausgangsmenge der zu untersuchenden
Probe ergibt (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Threshold cycle zur Bestimmung der cDNA-Konzentration
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Die Erstellung der Standardkurve und die Berechnung der Ausgangskonzentratio-
nen erfolgten mit Microsoft® Excel. Die statistische Auswertung der ermittelten

Konzentrationen erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism® 5.0.

2.2.13 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Identifizierung des Genproduktes, sofern die Gro-
Re der DNA bekannt ist. Diese kann zusatzlich zur Schmelzpunktanalyse eine
Aussage Uber die Qualitat der PCR geben. Durch Anlage einer elektrischen Span-
nung werden die DNA-Produkte ihrer Grélke nach aufgetrennt. Als Lauffeld dient
Agarosegel, das, je kleiner das Amplikon ist, umso schneller in Spannungsrichtung

durchlaufen wird.

FUr die DurchfiGhrung wurde 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Buffer durch Erhitzen
gelost. Die entstandene 1,5%ige-Losung wurde in einen Gelschlitten mit enthalte-
nen Taschenkammern Ubertragen. Nach der Aushartung des Gels wurden die
Proben, die zuvor mit 6-fach Load-Buffer vermischt wurden, in die Taschenkam-
mern Ubertragen. In die erste Kammer wurde die Leiter Ubertragen. Nach Anlage
einer Spannung von 80 V und einer Dauer von 75 min war die Gelelektrophorese

abgeschlossen.

Um die entstandenen Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen, wurde das aus-
gehartete Gel in Ethidiumbromid-Losung gelegt. Ethidiumbromid interkaliert mit
den Nukleinsauren und lasst die Banden unter UV-Licht aufleuchten. Das daflr
genutzte Gel-Dokumentationssystem E.A.S.Y. RH-3 der Firma Herolab macht die
Banden sichtbar und bietet die Moglichkeit das Ergebnis fotographisch festzuhal-
ten. Mit Hilfe der Leiter lassen sich die aufgetrennten DNA-Produkte vergleichen
und bei bekannter GroRe identifizieren. Unerwunschte Produkte sind haufig als

unscharfe zusatzliche Banden zu erkennen.

2.2.14 Proteinanalysen

Um eine genaue Aussage uUber die Veranderungen der Proteinexpression nach

der Stimulation treffen zu konnen, wurde ein Western Blot durchgefuhrt. Hierbei
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wurden die Proteine nach der Auftrennung Uber eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf eine Tragermembran Ubertragen.

Zunachst wurden die Proteine aus ihren Zellflaschen nach der Stimulation mit
8B-VE2 und DPN aus ihrer Zellkultur isoliert. Die Stimulationskonzentration betrug
100 uMol (Kapitel 2.2.3). Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde der
Uberstand entfernt. Um samtliche Riickstande des Mediums zu entfernen, wurden
2-3 ml DPBS pro Zellflasche zugegeben und verteilt, um anschlielend wieder be-
hutsam entfernt zu werden. Die Zellen wurden mit jeweils 200 ul Lysis-Puffer
(Modified RIPA) gewaschen und 10 min auf Eis gelagert. Danach wurden zusatz-
lich durch mechanische Hilfsmittel Zellreste vom Boden der Zellflasche gelost. Der
Lysis-Puffer setzte sich wie folgt zusammen:

NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM
NP-40 1%
Na-Desoxycholat 0,25%
PMSF 1 mM
Aprotinin, Leupeptin, Pepistatin jeweils 1 pg/l
NazVO4 1 mM

NaF 1mM

Uberfiihrt in EppendorfgefalRe wurden die Zellen bei 4 °C und 13.000 U/min fiir 10
Minuten zentrifugiert, um nicht geldste Bestandteile zu trennen. Ein Teil des Uber-
standes wurde fur eine eventuelle Wiederholung der Bestimmung der Proteinkon-

zentration bei -20 'C aufbewahrt.

Es folgte die Berechnung der Proteinkonzentration als Voraussetzung fur die Gel-
elektrophorese, die ein Auftragen von gleichen Konzentrationen bendtigt. Es wur-
de die Verschiebung der Absorption photometrisch gemessen und in eine geeichte
Standardgerade Ubertragen. Anhand dieser wurde die Konzentration der Proteine

errechnet. FUr die Absorptionsverschiebung wurde der Brillant-Coomassie-Blau-
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Farbstoff aus dem Roti®-Nanoquant Kit verwendet. Dieser fiihrt durch Bindung an

die Proteine zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums.

Fir die Proteinexpression des AR wurde flr den Western Blot der AR-Antikorper
Ab-2 der Lab Visions Corperation (Fremond, Kalifornien, USA) und CYP17A1
(Cat. 14447-1-AP, protein tech, Manchester, Vereinigtes Kdnigreich) verwendet.
Dabei diente a-Tubulin mit dem monoklonalen a-Tubulin-Antikdrper clone B-5-1-2

der Firma Sigma als Ladekontrolle.

Fur die Elektrophorese dienten die vorgefertigten Gele Novex® der Firma Life
Technologies GmbH und Potran® Nitrozellulosemembrane der Whatman GmbH.
Die proteinbindende Membran hybridisiert dabei mit den Antikdrpern. Um die Pro-
teine anschlieliend sichtbar zu machen, wurde ein zweiter Antikérper der Firma
Dako mit einem Fluoreszenzmarker FluorChem E der Firma BioZym eingesetzt.
Zur Visualisierung diente der Western Lightning® Plus-ECL. Fur die optische Dich-

te der einzelnen Banden wurde die ImageJ-Methode (http://imagej.nih.gov/ij/) ver-

wendet.

2.2.15BrdU-Test

Um das Wachstumsverhalten der Zellen nach Stimulation zu quantifizieren, wurde
der Bromdesoxyuridin-Test (BrdU) angewendet. Bromdesoxyuridin ist ein synthe-
tisches Analogon zu dem Nukleosid Thymidin bzw. Desoxythymidin. Dabei wird es
nach Aufnahme in die Zellen phosphoryliert und in der S-Phase der DNA-
Replikation anstelle des Desoxythymidins eingebaut.

Zur immunhistochemischen Quantifizierung der Menge an BrdU in den denaturier-
ten DNA-Strangen wird die indirekte Immunfluoreszenz-Methode angewandt. Da-
bei wird zunachst ein spezifischer Primarantikdrper an die freiliegenden BrdU-
Nukleoside gebunden. Anschliefend kann ein mit einem Peroxidase-Konjugat
versehener Sekundarantikdrper an den PrimarantikOrper aufgetragen werden.
Schlieldlich erfolgt eine Kalorometrie-Messung oder ein ELISA, in dem die Farbre-
aktion der Peroxydase bestimmt wird. Die Extinktionsmessung steht im Verhaltnis

zur Proliferation der Zellen.
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Fir die Durchfihrung wurde das ELISA-BrdU-cell proliferation-Kit verwendet. Die
Zellen wurden auf 96-well-Platten mit einer Dichte von 5000 Zellen pro well ange-
setzt und fir 48 Stunden inkubiert. Anschlielend erfolgte die Stimulation mit
8B-VE2. Des Weiteren folgte eine Zugabe von BrdU labeling in einer Konzentrati-
on von 1 uyM. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 24 Stunden erfolgten die
immunhistochemischen Farbungen und die darauffolgende Chemilumineszenz
nach den Angaben des Herstellers. Hierfur wurde der Mikroplatten-Reader
MRS5000 der Firma Dynatech verwendet. Zum Schluss folgte die Auswertung der

Chemilumineszenzdaten.

2.2.16 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse beruhen auf einer Reihe von Experimenten in Einfach- und vor
allem in Dreifachbestimmungen. Mit der GraphPad Prism 5.0 Software erfolgte die
statistische Auswertung. Zur Ubersicht wurden Balkendiagramme mit Standard-
abweichung und Mittelwert genutzt. Daflr wurde der ungepaarte t-Test mit einem
Konfidenzintervall von 95% verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei einem p-
Wert von <0,05 anerkannt. Auch die p-Werte sind in den Balkendiagrammen auf-
gefuhrt.
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3 Ergebnisse

Es folgen die Ergebnisse der Stimulationsversuche an VCaP-Zellen mit 83-VE2
und DPN und deren Auswirkungen auf die im CRPC relevanten Gene. Ein beson-
derer Schwerpunkt lag auf dem ERB und dessen Einfluss auf die im kastrationsre-
sistenten Prostatakarzinom hochregulierten Gene. So folgen die Ergebnisse der
cDNA-Analysen nach den Stimulationen mit 83-VE2 und DPN sowie die Ergebnis-
se des Proliferationstests.

3.1 Stimulation der VCaP-Zellen mit 83-VE2

Es folgen die Ergebnisse der Stimulation der VCaP-Zelllinie unter dem selektiven
ERB-Agonisten 8B-VE2 mit jeweils 50 yM und 100 pM. Zur Kontrolle wurde das
Medium RPMI verwendet. Die Ergebnisse folgen gemal der Zielsetzung in ange-
brachter Reihenfolge und keiner chronologischen Ordnung. Die Stimulationsdauer
betrug 24 Stunden. Nach RNA-Isolierung, Messung und Uberfilhrung in
amplifizierbare cDNA werden die Ergebnisse der rtPCR dargestellt (siehe Kapitel
2.2.2-2.2.11).

3.1.1 Expression von ERf

Zum Nachweis des spezifischen Einflusses des 8B-VE2 auf den ER[ folgen die
Ergebnisse der rfPCR. Die Veranderungen werden in Abbildung 6 deutlich. Auf
der Ordinatenachse ist die RNA-Expression in attomol/pg logarithmisch aufgefuhrt.
Dagegen ist auf der Abszisse in Form eines Boxplots oder einer Balkengrafik Me-
dian, Quartil und Whisker des ERB in RPMI, 50 uM und 100 pM 8B-VE2 aufgetra-
gen. Die Stimulation zeigt mit 50 pyM eine signifikante Steigerung des ERB im Ver-
gleich zum Kontrollmedium. Die Expression stieg unter dem Einfluss von 50 yM
8B-VE2

(3,02 attomol/ug £ 0,41, n=3) um das 26-Fache bei p=0,012. Bei der Stimulation
mit 100 uM (3,69 = 0,10, n=3) fand eine Steigerung der Expression in Bezug zur
RPMI Kontrolle um den Faktor 30 bei p=0,0001 statt. Auch dabei bestand eine

Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 6: ERB-Expression in VCaP-Zellen unter 83-VE2-Stimulation nach Auswertung
der rtPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 yM bzw. 100 uM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der ERB-mRNA bestimmt. Als Ne-
gativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine statistisch signifikante Steigerung des
ERPB auf das 27-Fache mit 50 uM und auf das 34-Fache mit 100 uM 8B-VE2 im
Vergleich zur Kontrolle.

3.1.2 Expression von PSA

Gemal den Beschreibungen in den Kapiteln 2.2.2- 2.2.11 folgt die Darstellung der
Genexpression nach Stimulation mit 83-VE2 (siehe Abbildung 7). Es zeigte sich
eine Signifikanz (p=0,0018) bei einer gesunkenen Expression auf 3% bei der Sti-
mulation mit 100 uM 8B-VE2 (0,36 attomol/ug = 0,06, n=3) im Vergleich zur Kon-
trolle (12,09 attomol/ug £ 1,58, n=3). Bei der Stimulation mit der niedrigeren Kon-
zentration von 50 yM 8B-VE2 (6,83 + 1,15 attomol/pg, n=3) sank die Konzentration
bereits auf 56%. Diese Senkung um 44% war jedoch bei p=0,0544 nicht signifi-

kant. Hervorzuheben ist, dass die doppelte Konzentration von 50 uM auf 100 yM
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8B-VE2 eine massive Verringerung der Expression um 93% (6,47 + 1,15

attomol/pg) zeigte.
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Abbildung 7: PSA-Expression in VCaP-Zellen unter 8B-VE2-Stimulation nach Auswertung
der rtPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 pM bzw. 100 uM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der PSA-mRNA bestimmt. Als Ne-
gativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine Senkung der PSA-Expression um 93%
(6,47 * 1,15 attomol/ug) mit 100 uM 8B-VE2 im Vergleich zur Kontrolle.

3.1.3 Expression von ARf]

Die Genexpression des Androgenrezeptors (full length) verringerte sich bei einer
Konzentration von 50 yM 8B-VE2 (0,03 + 0,01 attomol/ug, n=3) auf 25% bei
p=0,0029 in Bezug zur Mediumkontrolle. Damit ist die Konzentration der Expressi-
on des ARfl, wie in Abbildung 8 dargestellt, bereits in der geringeren Konzentrati-
on, signifikant gesunken. Obwohl mit 100 uM (0,04 £ 0,00, n=3) eine leichte Stei-
gerung im Vergleich zu 50 yM 8B-VE2 beobachtet wurde, ist es im Vergleich zur
Kontrolle bei p=0,0011 noch immer signifikant.
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Abbildung 8: ARfl-Expression in VCaP-Zellen unter 83-VE2-Stimulation nach Auswertung
der rtPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 pM 8B-VE2-haltigem N&hrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der ARf-mRNA bestimmt. Als Ne-
gativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine Verringerung der Konzentration von
ARfl-Expression auf 25% unter 50 uM 8B-VE2 im Vergleich zur Kontrolle.

3.1.4 Expression von AR-V7

Ahnlich verhielt sich die Expression des AR-V7, als SpleiRvariante des AR. Es
zeigte sich eine Senkung um 97% bei der Stimulation mit 50 uM 83-VE2 im Ver-
gleich zur Kontrolle mit RPMI; 6,38 + 2,05 attomol/ug bei n=3 auf 0,17 + 0,06
attomol/ug, n=3. Der p-Wert war signifikant bei 0,0389 (siehe Abbildung 9). Auch
100 uM 8B-VE2 (0,16 £ 0,03 attomol/pg, n=3) erbrachte eine weitere Senkung um
6% (0,01 £ 0,07 attomol/ug) im Vergleich zu 50 yM 8B-VE2 ohne Signifikanz
(p=0,9243).
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Abbildung 9: AR-V7-Expression in VCaP-Zellen unter 83-VE2-Stimulation nach Auswer-
tung der tPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 yM bzw. 100 uM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der AR-V7-mRNA bestimmt. Als
Negativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine Senkung um 97% bei der Stimulation mit
50 uM 8B-VE2 im Vergleich zur Kontrolle.

3.1.5 Expression von CYP17A1

Die Stimulation der Expression von CYP17A1 ist in Abbildung 10 dargestellt. Bei
der Expression CYP17A1, welches kodierend flir ein Enzym der
Androgensynthese ist, war zunachst eine signifikante Steigerung um den Faktor
14 beim Stimulationsversuch mit 50 yM 8p-VE2 (4,58 + 0,40 attomol/pg, n=3) im
Vergleich zur Kontrolle (0,31 + 0,08 attomol/ug, n=3) zu verzeichnen (p=0,0005).
Im Vergleich zur Stimulation mit 50 uM sank bei der héheren Konzentration mit
100 pM (2,23 * 0,24 attomol/pg, n=3) die Expression CYP17A1 wieder ab; es be-
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stand jedoch immer noch eine signifikante Steigerung bei p=0,0017 im Vergleich

zur Kontrolle.
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Abbildung 10: CYP17A1-Expression in VCaP-Zellen unter 8p3-VE2-Stimulation nach Aus-
wertung der rfPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 yM bzw. 100 uM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der CYP17A1-mRNA bestimmt. Als
Negativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine 15-fache Steigerung beim Stimulations-
versuch mit 50 uM 8B-VE2 im Vergleich zur Kontrolle (p=0,0005). Mit 100 uM
8B-VE2 sank die Expression um 51% (p=0,0071) im Vergleich zu 50 uM 8-
VE2.

3.1.6 Expression von AKR1C3

Umgekehrt verhielt sich die Expression AKR1C3, welches ein weiteres wichtiges
Enzym der Androgensynthese ist (Abbildung 11). Wahrend das Kontrollmedium
RPMI eine Konzentration von 4,91 + 0,46 attomol/ug bei n=3 aufwies, sank diese
mit 50 yM 8B-VE2 (1,31 £ 0,21attomol/pg bei n=3) um 73% (3,60 = 0,50
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attomol/ug) bei p=0,002. Wohingegen diese mit 100 uM 8B-VE2 (2,79 + 0,60
attomol/ug, n=3) wieder auf das 2-Fache (1,48 + 0,63 attomol/pg) im Vergleich zu
50 uM 8B-VE2 stieg bei p=0,0804 nicht signifikant.
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Abbildung 11: AKR1C3-Expression in VCaP-Zellen unter 83-VE2-Stimulation nach Aus-
wertung der rfPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 yM bzw. 100 uM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer tPCR mit spezifischen Primern die Expression der AKR1C3-mRNA bestimmt. Als
Negativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine Senkung mit 50 uM 8B-VE2 um 73% im
Vergleich zur Kontrolle (p=0,002). Bei 100 uM 8B-VE2 zeigte sich eine Steige-
rung auf mehr als das 2-Fache (p=0,0804 nicht signifikant) im Vergleich zu
50 uM 8B-VE2.

3.1.7 Expression von TMPRSS2-ERG

Eine Genfusion, die in der Tumorprogression hochreguliert ist, sank bereits mit
50 uM 8B-VE2 (0,10 £ 0,02 attomol/ug, n=3) um 52% (0,11 + 0,04 attomol/ug)
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verglichen mit RPMI (0,21 = 0,03 attomol/pg, n=3) signifikant (p=0,0390)
(Abbildung 12). Eine weitere Senkung ergab sich mit 100 yM 83-VE2 (0,06 + 0,02
attomol/pg, n=3) um 40% (0,04 + 0,03 attomol/pg) im Vergleich zu 50 yM. Der p-
Wert war bei p=0,2102 nicht signifikant. RPMI in Bezug auf 100 yM war mit
p=0,0127 und einer Senkung um 71% (0,15 + 0,03 attomol/ug) deutlich signifikant.
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Abbildung 12: TMPRSS2-ERG-Expression in VCaP-Zellen unter 83-VE2-Stimulation nach
Auswertung der rtPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 pM 8B-VE2-haltigem N&hrmedium 24
Stunden lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quanti-
tativer fPCR mit spezifischen Primern die Expression der TMPRSS2-ERG-mRNA be-
stimmt. Als Negativkontrolle diente RPMI-Medium.

Zusammenfassend zeigte sich eine Senkung bei 50 uM 8B3-VE2 um 52% ver-
glichen mit RPMI (p=0,0390).

3.1.8 VCaP-Zellen unter dem Einfluss von 83-VE2

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse aller untersuchten Gene nach der Stimulation
der VCaP-Zellen mit 50 ymol und 100 ymol 8B-VE2 zusammenfassend aufgetra-
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gen. Es zeigten sich statistisch signifikante Steigerungen der Expression von ER[3
auf das 34-Fache und CYP17A1 auf das 15-Fache bei einer Stimulation der
VCaP-Zellen mit 50 uM 8B-VE2. Eine weitere Erhdhung der Konzentration des
Stimulus fuhrte bei ERB zu einer weiteren, ebenfalls signifikant hdheren Steige-
rung der Transkriptionsrate. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Steigerung des Stimu-
lans gleichzeitig wieder zu einem Abfall der Expression von CYP17A1, auch die-

ser Wert war im Vergleich zu den unstimulierten Zellen signifikant erhdht.
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Abbildung 13: Zusammenfassung der Expression der untersuchten Gene in VCaP-Zellen
unter 83-VE2-Stimulation nach Auswertung der rtPCR

Ordinate: RNA-Expression in % der Mediumkontrolle. Abszisse: untersuchte Gene nach
Stimulation mit 50 uM (hellgrin) und 100 uM 8B-VE2 (dunkelgriin) *: statistisch signifikan-
te Veranderung im Vergleich zur Mediumkontrolle.
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Alle anderen Gene wurden durch die Verabreichung des 8B-VEZ2 in ihrer Expressi-
on deutlich gehemmt. Durch die niedrige Konzentration von 83-VE2 wurde die
RNA-Menge von PSA (nicht signifikant), ARfl, AR-V7, AKR1C3 und TMPRS:S2-
ERG (alle signifikant) gesenkt. Eine Erhéhung der Dosis fuhrte lediglich bei PSA
und TMPRSS2-ERG zu einem weiteren deutlichen Expressionsrickgang. ARfl
und AKR1C3 wurden bei dagegen wieder starker transkribiert.

Alle eben beschriebenen Gene sind mit Tumorprogression im Sinne der Zellproli-
feration, Invasion und Apoptose assoziiert. Als wichtige Enzyme der
Androgenbiosynthese zeigten CYP17A1 und AKR1C3 als Gegenspieler auch ein
gegensatzliches Expressionsmuster. CYP17A1 zeigte zunachst einen Expressi-
onsanstieg bei 50 yM und anschlielfendem Abfall bei der hoheren Konzentration
8B-VE2. Als Gegenspieler zeigte AKR1C3 zunachst einen Abfall bei 50 pymol mit
anschliellender Expressionssteigerung bei 100 uM 83-VE2.

3.2 Stimulation der VCaP-Zellen mit DPN

Es folgen die Ergebnisse der Stimulation der VCaP-Zelllinie unter dem selektiven
ERB-Agonisten der ersten Generation DPN, jeweils mit 50 yM und 100 yM DPN.
Zur Kontrolle wurde das Medium Ethanol (EtOH) verwendet. Die Ergebnisse fol-
gen gemal der Zielsetzung in angebrachter Reihenfolge und keiner chronologi-
schen Ordnung. Die Stimulationsdauer betrug wie auch bei der 8p-VE2-
Stimulation 24 Stunden. Nach RNA-Isolierung, Messung und Uberfiihrung in
amplifizierbare cDNA werden die Ergebnisse der rtPCR dargestellt (siehe Kapitel
2.2.2-2.2.11).

3.2.1 Expression von ERf

Zum Nachweis des spezifischen Einflusses der DPN-Stimulation auf den ER fol-
gen die Ergebnisse der rfPCR. Die Veranderungen werden in Abbildung 14 ge-
zeigt. Auf der Ordinatenachse ist die Expression in attomol/pg logarithmisch auf-
gefuhrt. Dagegen ist auf der Abszisse in Form einer Balkengrafik Median, Quartil
und Whisker des ERB mit EtOH, 50 uM und 100 uM DPN aufgetragen. Bei einer
Stimulation mit 50 uM DPN (0,35 + 0,08 attomol/ug, n=3) zeigte sich kaum eine
Anderung bei einem Anstieg um 13% (0,04 + 0,09) im Vergleich zur
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Mediumkontrolle (0,31 + 0,03 attomol/ug, n=3). Bestatigt durch den nicht signifi-
kanten p-Wert von p=0,6645. Erst die hohere Konzentration von 100 yM DPN
(0,81 £ 0,12 attomol/ug, n=3) bot signifikante Unterschiede (p=0,0153) mit einem
Anstieg auf das 3-Fache (0,50 £ 0,12 attomol/pg) im Vergleich zum Kontrolimedi-
um. Auch die Differenz zwischen 50 yM und 100 uM zeigte eine signifikante Stei-
gerung auf das 2-Fache (0,46 + 0,14 attomol/ug), bei p=0,0317.
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Abbildung 14: ERB-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswertung
der ntPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 pM bzw. 100 yM DPN-haltigem N&hrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver rfPCR mit spezifischen Primern die Expression der ERB-mRNA bestimmt. Als Nega-
tivkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Erst mit 100 uM DPN zeigen sich signifikante Unterschiede (p=0,0153) bei

einem Anstieg auf das 3-Fache im Vergleich zum Kontrollmedium.

3.2.2 Expression von PSA

Obwohl die PSA-Konzentration bereits im Medium EtOH (20,12 + 2,30 attomol/ug,
n=3) relativ niedrig war, stieg diese signifikant bei 50 uM DPN (42,18 + 6,32
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attomol/ug, n=3) auf das 2-Fache an (p=0,0305). In der hoheren Konzentration
von 100 uM DPN (37,55 + 7,24 attomol/ug, n=3) wurde eine leichte Senkung um
11% (4,63 £ 9,61 attomol/ug, p=0,6554) im Vergleich zu 50 yM DPN beobachtet
(Abbildung 15). Im Vergleich zur Mediumkontrolle war eine nicht signifikante Stei-
gerung (p=0,0833) um 87% (17,43 £ 7,59 attomol/ug) nachweisbar.
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Abbildung 15: PSA-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswertung
der ntPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 uM DPN-haltigem N&hrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver rtPCR mit spezifischen Primern die Expression der PSA-mRNA bestimmt. Als Nega-
tivkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Bei 50 uM DPN zeigte sich eine signifikante Steigerung auf das 2-Fache im
Vergleich zur Kontrolle (p=0,0305).

3.2.3 Expression von ARf]

Wie in Abbildung 16 dargestellt, war eine Steigerung der Expression des
Androgenrezeptors (full length) sowohl mit 50 uM als auch mit der hoheren DPN-

Konzentration von 100 pM (nicht dargestellt) nachweisbar. Die vergleichsweise
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geringe Konzentration in der Kontrolle (0,15 + 0,06 attomol/ug, n=3) stieg um den
Faktor 2 bei einer Stimulation mit 50 yM DPN (0,50 + 0,06 attomol/ug, n=3), bei
einem signifikanten p=0,0131. Bei 100 uM DPN (1,48 £ 0,63 attomol/ug, n=3)
zeigte sich ein weiterer Anstieg auf das 3-Fache verglichen mit 50 yM DPN
(p=0,1994).
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Abbildung 16: ARfl-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswertung
der tPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 uM DPN-haltigem N&hrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver tPCR mit spezifischen Primern die Expression der ARf-mRNA bestimmt. Als Nega-
tivkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Es zeigte sich eine Steigerung auf das 3-Fache bei der Stimulation mit 50 uyM
DPN (p=0,0131) im Vergleich zur Kontrolle.

3.2.4 Expression von AR-V7

Annlich verhielt sich auch die Spleivariante AR-V7. Im Vergleich zur Kontrolle mit
EtOH (0,37 + 0,06 attomol/ug, n=3) ergab sich fur 50 yM DPN (2,85 + 0,72
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attomol/ug, n=3) ein Anstieg auf das 8-Fache bei p=0,0268 (Abbildung 17). Auch
bei 100 uM DPN (5,13 + 1,70 attomol/pg, n=3, p=0,0487) verglichen mit EtOH

zeigte sich eine signifikante Steigerung (nicht dargestellt).
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Abbildung 17: AR-V7-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswertung
der rtPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 uM DPN-haltigem Nahrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver rtPCR mit spezifischen Primern die Expression der AR-V7-mRNA bestimmt. Als Nega-
tivkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Es zeigte sich ein Anstieg auf das 7-Fache bei 50 uM DPN im Vergleich zur
Kontrolle (p=0,0268).

3.2.5 Expression von CYP17A1

Das gegensatzliche Verhalten der beiden Enzyme der Androgensynthese war bei
der Stimulation mit DPN weniger zu beobachten. Es konnte bei einer Steigerung
von 42% keine Signifikanz zwischen Kontrollmedium (0,12 + 0,05 attomol/ug, n=3)
und 50 yM DPN (0,17 + 0,02 attomol/ug, n=3, p=0,3937) nachgewiesen werden,;
ebenso verhielt es sich mit 100 uM DPN (0,25 + 0,09 attomol/ug, n=3, p=0,2731)
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bei einer Steigerung auf das 2-Fache im Vergleich zum Kontrollmedium
(Abbildung 18). Weiterhin bestand keine Signifikanz im Vergleich von 50 yM und
100 uM DPN (Steigerung um 48%, bei p=0,4598).
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Abbildung 18: CYP17A1-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswer-
tung der fPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 pM bzw. 100 yM DPN-haltigem N&hrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver rtPCR mit spezifischen Primern die Expression der CYP17A1-mRNA bestimmt. Als
Negativkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Losungsmittel Ethanol.

Es zeigte sich eine Steigerung um 42% bei 50 uM DPN im Vergleich zur Kon-
trolle (p=0,3937).

3.2.6 Expression von AKR1C3

Wahrend sich im Vergleich von Kontrollmedium (1,50 £ 0,22 attomol/pg, n=3) und
50 uM DPN (7,56 + 1,61 attomol/ug, n=3) eine signifikante Steigerung (p=0,0201)
um den Faktor 4 zeigte, nahm die Konzentration mit 100 yM DPN (7,31 + 0,20
attomol/ug, n=3, p=0,8832) verglichen zu 50 uM DPN leicht ab (Abbildung 19). Im
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Vergleich von Mediumkontrolle und 100 yM DPN war ein hoch signifikanter An-
stieg (p<0,0001) auf das 5-Fache zu beobachten.

AKR1C3

p= 0,0201

—
S » o o
1 1 1 )

Expression
[attomol/pug ges. RNA]
N

1

(=)

EtOH DPN 50pM  DPN 100pM

Abbildung 19: AKR1C3-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach Auswer-
tung der tPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 uM DPN-haltigem N&hrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver tPCR mit spezifischen Primern die Expression der AKR1C3-mRNA bestimmt. Als
Negativkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Es zeigte sich eine signifikante Steigerung auf das 5-Fache mit 50 uM DPN
im Vergleich zur Kontrolle (p=0,0201).

3.2.7 Expression von TMPRSS2-ERG

Es zeigte sich zunachst ein nicht-signifikanter Anstieg um 48% bei 50 yM DPN
(1,51 = 0,17 attomol/pg, n=3, p=0,1707) im Vergleich zum Mediumkontrollwert
(1,02 £ 0,24 attomol/pug, n=3). Weiterhin zeigte sich ein signifikanter Abfall um
82% mit 100 uM DPN (0,27 + 0,12 attomol/ug, n=3, p=0,0042) in Bezug zu 50 yM
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DPN. Zwischen Kontrolimedium und 100 uM DPN lag ein signifikantes Absinken
um 74% bei p=0,0477 vor (Abbildung 20).
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Abbildung 20: TMPRSS2-ERG-Expression in VCaP-Zellen unter DPN-Stimulation nach
Auswertung der tPCR

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 50 uM bzw. 100 uM DPN-haltigem Nahrmedium 24 Stun-
den lang stimuliert. Nach Ernte der Zellen wurde die mRNA isoliert und mittels quantitati-
ver rtPCR mit spezifischen Primern die Expression der TMPRSS2-ERG-mRNA bestimmt.
Als Negativkontrolle diente RPMI-Medium mit dem Lésungsmittel Ethanol.

Es zeigte sich ein nicht-signifikanter Anstieg (p=0,1707) um 48% von 50 uM
DPN im Vergleich zum Mediumkontrollwert. Weiterhin trat ein signifikanter
Abfall (p=0,0042) um 82% bei 100 uM DPN in Bezug zu 50 uM DPN auf.

3.2.8 VCaP-Zellen unter dem Einfluss von DPN

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der Stimulation mit 50 ymol und 100 umol

DPN aller untersuchten Gene zusammenfassend aufgetragen.
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Abbildung 21: Zusammenfassung der Expression der untersuchten Gene in VCaP-Zellen
unter DPN-Stimulation nach Auswertung der rtPCR

Ordinate: RNA-Expression in % der Mediumkontrolle. Abszisse: untersuchte Gene nach
Stimulation mit 50 uM (hellbraun) und 100 uM DPN (dunkelbraun) *: statistisch signifikan-
te Veranderung im Vergleich zur Mediumkontrolle.

Eine Stimulation der VCaP-Zellen mit 50 yM DPN hatte auf die Expression von
ERB und CYP17A1 annahernd keinen Einfluss. Erst bei einer Stimulation mit
100 yumol DPN zeigte sich ein signifikanter ERB-Anstieg, allerdings blieb der
CYP17A1-Anstieg unterhalb der statistischen Signifikanz. Weiterhin zeigten sich
signifikante Anstiege bei PSA, ARfl und der Spleildvariante AR-V7. Ein Abfall der
Tumor progressiven Gene lasst sich nur bei TMPRS:S2-ERG nachweisen.
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3.3 Proteinexpression in VCaP-Zellen unter Stimulation von 83-VE2
und DPN

Die Expression der Proteine wurde, wie in Kapitel 2.2.13 und 2.2.14 beschrieben,
untersucht. Nach Vorbereitung des Versuchsansatzes wurde diese durch eine
technische Mitarbeiterin der experimentellen urologischen Abteilung fertig gestellt.

Zur Berechnung der Daten wurde die ImageJ-Methode verwendet.

3.3.1 AR-Proteinexpression

Es stellte sich eine Korrelation zwischen den Ergebnissen der gemessenen Kon-
zentrationen in der fPCR des AR und den Ergebnissen des Western Blots heraus.
Abbildung 22 und Tabelle 13 zeigt deutlich, dass nach Stimulation mit 100 yM
8B-VEZ2 nach Korrektur der optischen Messung des a-Tubulin eine erniedrigte Pro-
teinsynthese des AR-Produktes stattfand. Nach der Stimulation mit 100 yM DPN
zeigte sich nach Korrektur der a-Tubulin Dichtemessung eine gesteigerte Protein-
synthese des AR-Produktes (Abbildung 23).

AR a-Tubulin

H'lll—--ul

RPMI 8B-VE2 RPMI 8B-VE2

Abbildung 22: Gelelektrophorese der AR-Expression und der a-Tubulin-Expression in
VCaP-Zellen nach 8B-VE2-Stimulation

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 100 pM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 48 Stunden lang
stimuliert. Nach Ernte und Aufschluss der Zellen wurden gleiche Proteinmengen in einer
nativen PAGE aufgetrennt, mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertra-
gen und anschliefend mit anti-AR (links) bzw. anti-a-Tubulin (rechts) hybridisiert. Als se-
kundarer Antikorper wurde ein anti-Rabbit-Fluoreszenzmarker-Konjugat verwendet, der
eine Quantifizierung der Proteinbande ermdglichte. Als Negativkontrolle diente RPMI-
Medium.
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Tabelle 13: Optische Dichte der AR-Expression und der a-Tubulin-Expression nach
8B-VE2-Stimulation

a-Tubulin AR AR relativ | a-Tubulin-korrigierte
(Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) | Anderung der AR-
Expression
RPMI 21.437 19.931 19.391 Senkung auf
8B-VE2 7.455 6.097 17.532 90%
AR a-Tubulin

EtOH DPN EtOH DPN

Abbildung 23: Gelelektrophorese der AR-Expression und der a-Tubulin-Expression in
VCaP-Zellen nach DPN-Stimulation

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 100 uM DPN-haltigem Nahrmedium 48 Stunden lang sti-
muliert. Nach Ernte und Aufschluss der Zellen wurden gleiche Proteinmengen in einer
nativen PAGE aufgetrennt, mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertra-
gen und anschliefend mit anti-AR (links) bzw. anti-a-Tubulin (rechts) hybridisiert. Als se-
kundarer Antikérper wurde ein anti-Rabbit-Fluoreszenzmarker-Konjugat verwendet, der
eine Quantifizierung der Proteinbande ermdglichte. Als Negativkontrolle diente RPMI-
Medium mit Ethanol.

Tabelle 14: Optische Dichte der AR-Expression und der a-Tubulin-Expression nach DPN-

Stimulation
a-Tubulin AR AR relativ | a-Tubulin-korrigierte Ande-
(Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) rung der AR-Expression
EtOH 30.872 21.768 21.768 Steigerung auf
DPN 15.959 26.092 50.474 das 2-Fache

Es ergab sich eine Senkung des AR auf 90% nach 8B-VE2-Stimulation und
eine Steigerung des AR auf das 2-Fache nach DPN-Stimulation in der a-
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Tubulin-korrigierten optischen Messung. Der Vergleich wurde jeweils auf das
unstimulierte Kontrollmedium, RPMI fur 83-VE2 (Tabelle 13) und EtOH fur DPN,
bezogen (Tabelle 14).

3.3.2 CYP17A1-Proteinexpression

Die Ergebnisse des Western Blots korrelierten mit der Genexpression in der rtPCR
unter 8B-VE2-Stimulation. In der fPCR mit der DPN-Stimulation zeigten sich un-
terschiedliche Ergebnisse. Abbildung 24 zeigt deutlich, dass nach 8B-VE2-
Stimulation mit 100 yM nach a-Tubulin-Korrektur auch eine Steigerung der Prote-
insynthese des CYP17A1-Produktes stattfand. Nach der DPN-Stimulation mit 100
MM zeigte sich nach Korrektur der a-Tubulin-Messung entgegen der rfPCR eine
Senkung der Proteinbiosynthese des CYP17A1-Produktes (Abbildung 25).

Es ergab sich nach Korrektur der a-Tubulin-Messung eine Steigerung der
CYP17A1-Expression auf das 8-Fache nach 8B-VE2-Stimulation und eine Sen-
kung der CYP17A1-Expression auf 86% nach DPN-Stimulation. Zum Vergleich
diente das unstimulierte Kontrollmedium RPMI bei 83-VE2 (Tabelle 15) und EtOH
bei DPN (Tabelle 16).

CYP17A1  a-Tubulin
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Abbildung 24: Gelelektrophorese der CYP17A1-Expression in VCaP-Zellen nach 83-VE2-

Stimulation

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 100 pM 8B-VE2-haltigem Nahrmedium 48 Stunden lang
stimuliert. Nach Ernte und Aufschluss der Zellen wurden gleiche Proteinmengen in einer
nativen PAGE aufgetrennt, mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertra-
gen und anschlieBend mit anti-CYP17A1 (links) bzw. anti-a-Tubulin (rechts) hybridisiert.
Als sekundarer Antikdrper wurde ein anti-Rabbit-Fluoreszenzmarker-Konjugat verwendet,
der eine Quantifizierung der Proteinbande ermdglichte. Als Negativkontrolle diente RPMI-
Medium.
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Tabelle 15: Optische Dichte der CYP17A1-Expression nach 83-VE2- Stimulation

a-Tubulin CYP17A1 | CYP17A1 relativ a-Tubulin-korrigierte
(Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) (Dichte/mm?) | Anderung der CYP17A1-
Expression
RPMI 21.437 10.625 10.625 Steigerung auf
8B-VE2 7.455 28.517 82.001 das 8-Fache

CYP17A1 a-Tubulin

EtOH DPN EtOH DPN

Abbildung 25: Gelelektrophorese der CYP17A1-Expression in VCaP-Zellen nach DPN-

Stimulation

3 x 10° VCaP-Zellen wurden in 100 yM DPN-haltigem Nahrmedium 48 Stunden lang sti-
muliert. Nach Ernte und Aufschluss der Zellen wurden gleiche Proteinmengen in einer
nativen PAGE aufgetrennt, mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertra-
gen und anschliefend mit anti-CYP17A1 (links) bzw. anti-a-Tubulin (rechts) hybridisiert.
Als sekundarer Antikdrper wurde ein anti-Rabbit-Fluoreszenzmarker-Konjugat verwendet,
der eine Quantifizierung der Proteinbande ermdglichte. Als Negativkontrolle diente RPMI-
Medium mit Ethanol.

Tabelle 16: Optische Dichte der CYP17A1-Expression nach DPN-Stimulation

a-Tubulin CYP17A1 | CYP17A1 relativ | a-Tubulin-korrigierte
(Dichte/mm?) | (Dichte/mm?) (Dichte/mm?) Anderung der
CYP17A1-Expression
EtOH 30.872 11.020 11.020 Senkung auf
DPN 15.959 18.230 9.424 86%

3.4 Proliferationsverhalten der VCaP-Zellen nach Stimulation mit 8-
VE2

Die Untersuchungen zur Proteinexpression nach der Stimulation der VCaP-Zellen
mit 83-VE2 zeigte eine Abnahme der a-Tubulin-Konzentration im Vergleich zur
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unstimulierten Kontrolle (Abbildung 22 und Abbildung 24). Es stellte sich die Fra-
ge, ob durch die Stimulation die Zellproliferation der Metastasezellen gehemmt
werden kann. Dies ware darlber hinaus ein wichtiger Fortschritt in der Tumorbe-
kampfung. Daher wurde das Proliferationsverhalten der Zellen wie in Kapitel
2.2.15 beschrieben anhand des BrdU-Tests untersucht. Es wurde das Wachs-
tumsverhalten der VCaP-Zellen nach 8B-VE2-Stimulation im Vergleich zum Kont-

rollmedium gepruft.

Die Extinktionsmessung steht im Verhaltnis zur Proliferation der Zellen. Es zeigte
sich eine nahezu gleichbleibende Proliferation der Zellen nach 83-VE2-Stimulation
(0,13 £ 0,00; n=6) verglichen mit dem Kontrollmedium RPMI (0,14 + 0,01; n=6;
Abbildung 26).
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Abbildung 26: Proliferationsverhalten der VCaP-Zellen nach Stimulation mit 83-VE2

Nach einer Vorinkubation wurden 5000 Zellen gleichzeitig mit 100 yM 8B-VE2 stimuliert
und mit 1 uM BrdU versetzt. Nach 24 Stunden wurde die Menge des in die DNA einge-
bauten BrdU mittels ELISA als Extinktion bei 450 nm bestimmt. Als Kontrolle dienten Zel-
len, die nicht stimuliert wurden (RPMI).
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4 Diskussion

Das kastrationsresistente Prostatakarzinom ist gekennzeichnet durch eine hohe
Expression des AR. Dieser wird permanent durch Androgene aktiviert, die im Tu-
morgewebe selbst unter anderem durch die Aktivitat von CYP17A1 gebildet wer-
den (Montgomery et al. 2008). Dies ist eines der grof3ten Probleme einer hormo-
nellen Therapie des fortgeschrittenen Karzinoms der Prostata, bei dem ein
Androgenspiegel auf Kastrationsniveau eingestellt wird. Das CRPC kann dennoch
weiterhin auf die AR Signalkette fur Wachstum und Vermehrung zurtickgreifen,
auch wenn moderne Therapien die zirkulierende Androgenmenge reduzieren (de
Bono et al. 2011) oder die Bindung der Androgene an die AR blockieren (Scher et
al. 2012). Daher werden derzeit Therapien gesucht, die gleichzeitig AR und
CYP17A1 inhibieren (Mostaghel et al. 2011).

Die in der hier vorgelegten Studie verwendeten VCaP-Zellen sind gekennzeichnet
durch eine Hochregulation von CYP17A1 und AKR1C3, die in die
Androgensynthese involviert sind und durch die Hochregulierung von ARfl und
seiner SpleilRvariante AR-V7 (Knuuttila et al. 2014) den Tumorprogress unterhal-
ten. Die Verhaltnisse in den VCaP-Zellen unter Androgendeprivation sind in Abbil-

dung 27 veranschaulicht.

Um den Transkriptionsfaktor ERB in den VCaP-Zellen zu aktivieren, wurden in der
hier vorgelegten Untersuchung der starkaffine Ligand 8B-VE2 mit starker Selektivi-
tat fur ERB herangezogen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Konzentratio-
nen von 5 uM und 25 pM das Uberleben der Zellen verhinderten und die Apoptose
auslosten (Gehrig et al. 2017). Die in der hier vorliegenden Studie eingesetzten
Konzentrationen lagen mit 50 yM und 100 uM deutlich darUber. Als weiteres Sti-
mulationsmolekil wurde DPN ausgewahlt, welches eine vergleichbare Selektivitat
fur ERPB hat, aber dessen Bindungsstarke geringer ist als die des 83-VE2.
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Abbildung 27: Verhaltnisse in VCaP-Zellen, die androgenfrei kultiviert wurden

1:in VCaP-Zellen hochregulierte Genprodukte; |: in VCaP-Zellen herunterregulierte Gen-
produkte. Griine Pfeile: positive Wirkung, dinne blaue Pfeile skizzieren den Stoffwech-
selweg zur Bildung von Dihydrotestosteron (schematisch). ARE: Androgenrezeptor
Responsives Element. Durch die fehlende Hemmung der Proliferation durch ERB schreitet
das Tumorwachstum voran.

4.1 8B-VE2 senkt die AR-Konzentration in VCaP-Zellen

Ein Hauptlokalisationspunkt des ERp ist das gesunde Prostatagewebe. Dieser
Transkriptionsfaktor gilt als Tumorsuppressor und schitzt gegen eine gestorte
Zellproliferation und Karzinogenese (Bonkhoff 2018). Seine Menge ist in Prostata-
karzinomzellen, so auch in der VCaP-Zelllinie stark reduziert. Durch die Inkubation
der Zellen in vitro mit 83-VE2 konnte eine Steigerung der Transkription von ER[
auf den etwa 30-fachen Wert festgestellt werden (Abbildung 6). Des Weiteren
konnte die gesteigerte ERB-Expression durch 8p3-VE2-Stimulation auch auf Prote-
inebene gezeigt werden (personliche Mitteilung von Paul Thelen 2013). Dies be-
statigte die Reversion durch die Stimulation.

Griunde fur die stabile Herunterregulierung des ERpB in den VCaP-Zellen liegen

meist in der AR-Aktivierung zusammen mit Koaktivatoren, wie dem CREB binding
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protein (CBP). CBP setzt die Markierung und Herunterregulierung des ERB Uber
Kaskaden des PI3-K/Akt in Gang (Sanchez et al. 2012, Bouchal et al. 2011, The-
len et al. 2013). Weiterhin zeigte Stettner in seiner Arbeit das Wiederaufleben des
AR und seine androgenen Effekte nach ERB-silencing durch knock down (Stettner
et al. 2007).
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Abbildung 28: Verhaltnisse in VCaP-Zellen, die androgenfrei kultiviert und mit dem selek-
tiven ERB-Liganden 8B3-VE2 stimuliert wurden

1: hochregulierte Genprodukte; |: herunterregulierte Genprodukte; doppelte Pfeile: be-
sonders ausgepragte Wirkung. Griine Pfeile: positive Wirkung, diinne blaue Pfeile skizzie-
ren den Stoffwechselweg zur Bildung von Dihydrotestosteron (schematisch). ARE:
Androgenrezeptor Responsives Element. Durch die wieder mogliche Hemmung der Proli-
feration durch ERP schreitet das Tumorwachstum nicht weiter voran und
Apoptosevorgange werden eingeleitet.

Wahrend die Arbeitsgruppe um Gehrig bei der Stimulation der VCaP-Zellen mit
5 uM oder 25 uM 8B-VE2 eine Einschrankung der Proliferation der Zellen beo-
bachtete (Gehrig et al. 2017), fehlte dieser Effekt in der hier vorgelegten Versuchs-
reihe (Abbildung 26).
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Die anti-androgenen Effekte durch ERB konnten bereits in LNCaP-Zellen, einer
weiteren Zelllinie des Prostatakarzinoms, unter Stimulation Subtyp-selektiver
Phytodstrogene gezeigt werden (Stettner et al. 2007). Dieser Effekt wird nicht di-
rekt durch Bindung des AR hervorgerufen, sondern indirekt Gber die Aktivierung
des ERp. Verschiedene Studien bestatigen diese Aussage (Walton et al. 2008,
Leav et al. 2001, Stettner et al. 2007, Thelen et al. 2013).

Die Auswirkungen der Stimulation auf die untersuchten Parameter der VCaP-
Zellen sind in Abbildung 28 schematisch zusammengefasst. Der mit dem Wieder-
aufleben von ER[B verbundene anti-androgene Effekt wurde durch die Stimulation
der VCaP-Zellen durch 8B-VE2 bestatigt (Abbildung 13). Unterschiedliche kastra-
tionsresistente Mechanismen werden dadurch im CRPC kompensiert. So zeigte
die 8B-VE2-Stimulation eine Expressionssenkung des in den VCaP-Zellen
uberexprimierten ARfl (Abbildung 8) auf etwa ein Viertel seiner Ausgangsrate. Die
Spleilvariante AR-V7 wird durch die Stimulierung beinahe vollstandig blockiert
(Abbildung 9). Nicht nur die Transkription des AR und seiner Varianten wurde da-
durch blockiert, auch eine Translation von moglicherweise noch vorhandener
MRNA fand kaum mehr statt, was der Proteinnachweis mittels AR-spezifischem
Antikorper zeigte (Abbildung 22, Tabelle 13). AR-V7 ist im CRPC vor allem daflr
verantwortlich, dass eine basale AR-Aktivitat unabhangig von tatsachlich vorhan-
denen Androgenen aufrechterhalten wird. Seine Aktivitat ist allerdings nicht aus-
reichend, um die Aufgaben des ARfl zu Ubernehmen, dennoch aktivieren beide
AR-Varianten PSA und TMPRSS2 (Yu et al. 2014).

Somit kénnte die beobachtete Senkung der Expression von PSA (Abbildung 7)
und TMPRSS2-ERG (Abbildung 12) durch die Stimulierung der VCaP-Zellen
durch 8B-VE2 erfolgen. Demzufolge ware dies auf das Fehlen der AR-Varianten
zurtckzufihren und damit ein indirekter Effekt des Stimulans. Bestatigt wird dieser
Effekt durch die Arbeit der Arbeitsgruppe um Hargrove. Hier wurde ein spezifi-
sches Pyrrol-imidazol Polyamid eingesetzt, welches direkt das ARE ausschaltet,
indem es sequenzspezifisch die dreidimensionale Struktur der DNA andert und so
eine Aktivierung des ARE verhindert. Hargrove und ihre Mitarbeiter konnten zei-
gen, dass die Expression von TMPRSS2-ERG und PSA durch das Polyamid ver-
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gleichbar mit dem Effekt durch 8B-VE2 herunterreguliert wurde (Hargrove et al.
2015).

Die Genfusion des TMPRSS2-ERG gilt als kennzeichnend fir den CRPC und wird
auch von der Modellzelllinie VCaP verstarkt exprimiert. In normalen Prostatazellen
dagegen wird dieses Gen nicht exprimiert (Deramaudt et al. 2001). Die Expression
des Fusionsgens fiihrt zu einer Uberexpression des ERG Transkriptionsfaktors
(Tomlins et al. 2005). Gleichzeitig ist dies mit einer schlechten Prognose flur die
Patienten assoziiert, was sich vor allem bei der Behandlungsstrategie des Abwar-
tens (watchful waiting) bemerkbar macht (Hagglof et al. 2014, Demichelis et al.
2007).

Die Arbeitsgruppe um Wang konnte zeigen, dass unterschiedliche Verfahren des
Silencings von TMPRSS2-ERG die Zellproliferation in VCaP-Zellen inhibiert
(Wang et al. 2017, Urbinati et al. 2016, Urbinati et al. 2015). Eine verstarkte Ex-
pression von TMPRSS2-ERG fluhrt zur Aktivierung von Plexin B1, das beim Pros-
tatakarzinom flr die Zellmigration und Zellinvasion verantwortlich gemacht wird
(Liu et al. 2017). Weiterhin ist der mutierte Transkriptionsfaktor direkt mit der
NOTCH Signaltransduktion Gber NOTCH 1 und 2 verknlpft (Mohamed et al.
2017). Dieser Signalweg kontrolliert wahrend der Entwicklung eine Vielzahl von

Entscheidungen Uber das Schicksal der Zellen (LaFoya et al. 2016).

Durch die Herunterregulation des TMPRSS2-ERG durch 8B-VE2 kdénnte damit
auch das Potential zur Tumorgenese in den VCaP-Zellen erheblich verringert wer-
den. Dennoch wurde TMPRSS2-ERG durch das Stimulans nicht im gleichen Mal}
beeinflusst wie AR und AR-V7, es konnte bei einer Konzentration von 50 yM ledig-
lich eine Halbierung der TMPRSS2-ERG-Menge festgestellt werden, bei einer
100 uM Konzentration eine Reduktion um etwa 70% im Vergleich zu den nicht
stimulierten VCaP-Zellen. Das deutet darauf hin, dass dieser Transkriptionsfaktor
noch mindestens einer weiteren Regulationsmaoglichkeit unterliegen muss, die in
den VCaP-Zellen aktiv ist.

Ein Hinweis auf die Natur eines weiteren Aktivators ist die Arbeit der Gruppe um
Xu, die zeigen, dass die Expression des kernlokalisierten Rezeptors estrogen-
related receptor alpha (ERRa) und ERG in VCaP-Zellen positiv korreliert sind (Xu
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et al. 2018). Die Autoren konnten zeigen, dass diese Regulation unabhangig vom
AR-Status der Zellen erfolgt. Ein weiterer Kandidat fur die AR-unabhangige Regu-
lation des TMPRSS2-ERG ist der Vitamin-D-Rezeptor (Roberts et al. 2017).

Durch die Uberexpression des ERG wiederum wird in den VCaP-Zellen AKR1C3
beeinflusst. Eine Verringerung der ERG-Konzentration flhrt zu einer reduzierten
Expression von AKR1C3, was wiederum in einer Reduktion der PSA-Expression
resultiert (Powell et al. 2015). Dieser Effekt konnte ebenfalls in den Untersuchun-
gen zu der hier vorgelegten Arbeit bestatigt werden. Eine Halbierung zumindest
der mMRNA-Menge des TMPRSS2-ERG hatte eine Reduktion der AKR1C3-mRNA
um 73% zur Folge (Abbildung 11). Eine weitere Reduktion des TMPRSS2-ERG
kehrte diesen Effekt jedoch wieder teilweise um und eine Erhohung der AKR1C3-
MRNA war zu verzeichnen. Dieser Effekt fihrt wiederum zu einer Steigerung der

intrinsischen Androgen-Synthese im Tumorgewebe und zur Regulation des AR.

Eine Verminderung der AKR1C3-Expression resultiert in einer Senkung der PSA-
Synthese, zumindest in 5a-Androstaendion behandelten VCaP-Zellen (Powell et
al. 2015). Auch die Stimulation mit 83-VE2 hatte diesen Effekt zur Folge. Bei einer
Konzentration von 100 uM 8B-VE2 wurde die PSA-Expression fast vollstandig un-
terdrickt. Da diese Entwicklung allerdings nicht mit der wiederansteigenden Ex-
pressionsrate des AKR1C3 in dieser Konzentration vereinbar ist, missen auch an
dieser Stelle weitere Regulationsmechanismen vorhanden sein (Karunasinghe et
al. 2017).

Ein weiterer Schritt in der mehrstufigen Synthese der Androgene wird durch
CYP17A1 katalysiert, dessen Expression auf mRNA-Ebene durch die Stimulation
der Zellen mit 83-VE2 gesteigert wurde (Abbildung 13). Allerdings wurde durch
eine Erhohung der Konzentration des Stimulans von 50 uyM auf 100 uM die Ex-
pressionssteigerung teilweise revidiert. Die Stimulation mit 100 uM 8B-VE2 resul-
tierte in einer etwa 8-fachen Steigerung der mRNA-Menge (Abbildung 10), was gut
mit der Erhéhung der Menge des CYP17A1-Proteins unter den gleichen Stimulati-
onsbedingungen korrelierte (Tabelle 15). Eine Erhéhung der Expression von
CYP17A1 deutet laut Bremmer und seinen Mitarbeitern auf einen effektiven Ein-
griff in die AR-Kaskade des CRPCs hin (Brenner et al. 2014). Allerdings stellt die-
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se Hochregulation eine weitere Herausforderung an eine adaquate Therapie dar
(Mostaghel et al. 2011).

4.2 DPN steigert die AR-Konzentration in VCaP-Zellen

Obwohl DPN ebenso wie 8B-VE2 in den VCaP-Zellen die Expression des ERp
erhdhte, zeigten sich doch wesentliche Unterschiede zwischen der Stimulierung
mit den beiden Liganden. Die Wirkung des DPN ist in Abbildung 29 schematisch
zusammengefasst. Die regulativen Vorgange und die Unterdriickung wichtiger
Tumorrepressoren konnte fur die DPN-Stimulation nicht gezeigt werden. Dagegen
verschoben sich die Expressionssteigerungen auf die Seite der Protoonkogene.

Damit ist die Wirkungsweise von DPN als indirekte AR-Aktivierung zu sehen.

Progesteron
CYP17A1]

= psa]

.
intrinsische  Androstendion

Androgen-
» TMPRSS2:ERG
synthese AKRlC?’ I‘ 1

Testosteron Translﬂription Wirkung

Y <4
Dihydrotestosteron W Proliferation

Bindung an DNA

1 AR 1
ligandenabhingige

Aktivierung
ligandenunabh&ngige
Aktivierung

durch ERB wieder moglich

DPN grfaktor

Abbildung 29: Verhaltnisse in VCaP-Zellen, die androgenfrei kultiviert und mit dem selek-
tiven ERB-Liganden 8B3-VE2 stimuliert wurden

1. hochregulierte Genprodukte; |: herunterregulierte Genprodukte; doppelte Pfeile: be-
sonders ausgepragte Wirkung. Pfeile mit Doppelspitze: kaum Veranderung im Vergleich
zu unstimulierten VCaP-Zellen. Griine Pfeile: positive Wirkung, dinne blaue Pfeile skiz-
zieren den Stoffwechselweg zur Bildung von Dihydrotestosteron (schematisch). ARE
Androgenrezeptor Responsives Element. Die Hemmung durch die vermehrte ERp-
Expression reichte nicht aus, um zu einer Blockierung der AR-Signalkette zu flhren.
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Wahrend durch die Stimulation mit 83-VE2 sowohl die AR als auch die Bildung
des DHT unterbunden werden konnte, war dieser Effekt durch die vergleichsweise
geringe Expressionssteigerung des ERB nach DPN-Stimulation nicht erfolgt. Im
Gegenteil, durch die DPN-Stimulation wurde auch die Expression des AKR1C3
erhoht, wodurch eine verstarkte Bildung von DHT mdglich war, das zusammen mit
AR eine Steigerung der Expression der ARE-abhangigen Gene ermdglichte. Den-
noch konnte lediglich eine Verdopplung der PSA-Transkription festgestellt werden
(Abbildung 15) und die TMPRSS2-ERG-Expression wurde durch 100 uM DPN
blockiert (Abbildung 20).

Die Gesamtmenge aller AR-Varianten in den DPN-behandelten VCaP-Zellen ver-
doppelte sich lediglich wahrend der Inkubationszeit. Im Gegensatz dazu konnte
mindestens eine Versechsfachung der Menge der Transkripte gemessen werden
(ARfl und AR-V7, Abbildung 16, Abbildung 17). Welche Faktoren flir die Translati-
on verantwortlich sind und welchen Einfluss die DPN-Stimulierung auf diese hatte,
wurde jedoch nicht untersucht. Die Konzentration der CYP17A1-mRNA erhdhte
sich durch die Stimulierung nur geringfligig und nicht statistisch signifikant
(Abbildung 18). Im Gegensatz dazu sank die Menge des translatierten Proteins,
jedoch ebenfalls nur geringfugig (Tabelle 16).

Andere Prostatakarzinom-Modelle zeigen durchaus starkere Effekte, wenn ER[
mit DPN stimuliert wurde. So konnte die Arbeitsgruppe um Pravettoni eine Ab-
nahme der Zellproliferation von DU145-Zellen beobachten (Pravettoni et al. 2007).
Ein Grund fir den schwachen Response der VCaP-Zellen auf DPN konnte die
unterschiedliche Ausstattung der Zellen mit den Spleil3varianten des ERp sein, die
bei beiden Zelllinien noch nicht untersucht wurde. Bislang werden 11 Varianten
vermutet (Rettberg et al. 2014).

4.3 Bedeutung fiir eine mogliche Therapie

Die Stimulation mit 83-VE2 zeigte einen antagonistischen Effekt auf den AR als
zentrale Schaltstelle des CRPC, wahrend sich unter Stimulation mit DPN eher ein

agonistischer Effekt, jedoch ohne Signifikanz auf den AR darstellte. Damit konnten
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abhangig vom spezifischen ERB-Liganden - trotz des ERB-Anstiegs - unterschied-
liche Effekte auf den AR festgestellt werden.

Grunde fur das Verlorengehen oder die Herunterregulierung von
Tumorsuppressor-Genen in Karzinomen sind oft Methylierungen von DNA-
Abschnitten. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorinitiation und Tumorpro-
gression (Li et al. 2005). So ist auch der ERB-Promotor im Karzinom oft methyliert
und fuhrt so zu einer Suppression von ERB (Suzuki et al. 2008, Warner und Gus-
tafsson 2010).

Auch wichtige Gene fur die Androgensynthese wurden vermutlich durch negative
Ruckkopplungsmechanismen als Antwort des verringerten AR gegensatzlich regu-
liert (Thelen et al. 2013, Bremmer et al. 2014). Es liegt nahe, dass die Expressi-
onsminderungen und die regulativen Vorgange mit der 8B3-VE2-Stimulation des
ERB zusammenhangen. Damit unterdrtckt die durch 83-VE2 hervorgerufene ER(-
Steigerung Uberexprimierte Tumorrepressorgene, die fur die Proliferation und Pro-

gression des CRPC verantwortlich gemacht werden.

Die Untersuchungen nach 8B-VE2-Stimulation bestatigten die anti-androgenen
Effekte des ERB-selektiven Liganden. Studien nach ER-silencing zeigen das er-
neute Ansteigen des AR und die damit verbundenen tumorprogressiven Kaskaden
(Stettner et al. 2007). Daher stellt 88-VE2 als selektiver ERB-Ligand eine neue
Therapiestrategie fur das Prostatakarzinom dar. Mit den aktuellen Erkenntnissen,
dass die Selektivitat von 83-VE2 unzureichend sein konnte, ruckt dieses jedoch
wieder in den Hintergrund. Auch fur DPN als ERB-spezifischen Liganden konnte
dies bestatigt werden. Allerdings werden derzeit (Stand November 2018) noch

keine klinischen Versuche mit einer der beiden Substanzen durchgefluhrt.

Es ware denkbar, selektive Ostrogenrezeptorliganden in der Rezidivprophylaxe
nach kurativer Intervention durch radikale Prostatektomie oder Radiotherapie ein-
zusetzen. Auch der Einsatz in der watchful waiting-Therapie fur Patienten mit
Prostatakarzinom sollte aufgrund des geringen Nebenwirkungsspektrums disku-
tiert werden. Es ist anzunehmen, dass weitere Therapieoptionen, die am Ostro-
genrezeptor, besonders am ERp, ansetzen, in der Behandlung des Prostatakarzi-

noms zum Einsatz kommen.
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Das metastasierte Prostatakarzinom kann bis heute nicht kurativ behandelt wer-
den und entwickelt sich in vielen Fallen zum kastrationsresistenten Prostatakarzi-
nom (CRPC). Dadurch ist die anfangs erfolgreiche anti-androgene Therapie auf
wenige Jahre begrenzt, bis der AR durch verschiedene kompensatorische Mecha-
nismen unempfindlich auf den Androgenentzug reagiert und sich ein CRPC entwi-
ckelt (Knudsen und Scher 2009).

Dazu zéhlen Mutationen, Uberexpression und aktive Spleivarianten des AR so-
wie Modifikationen in der Androgenkaskade, u. a. durch Rekrutierung von
Koaktivatoren und tumoreigener Androgensynthese. Mutationen in der
ligandenbindenden Domane ermoglichen es auch fur AR-unspezifische Liganden,
wie Ostrogene und Cortisol, eine Aktivierung des AR in Gang zu bringen. Auch
Antiandrogene, z. B. Bicalutamid, kénnen sich dadurch vom Antagonisten zum
Agonisten entwickeln und eine Aktivierung des AR induzieren (Knudsen und
Penning 2010, Waltering et al. 2012). Mutationen des AR sind unter Flutamid und

Bicalutamid bereits aufgetreten.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass 8B-VE2 ein potenterer Stimulator
des ERp ist als DPN. Um eine Therapie des CRPC zu entwickeln, die auf 83-VE2
basiert, ware es im nachsten Schritt notwendig, eine optimale Konzentration des
Wirkstoffes herauszufinden, die nicht nur in vitro, sondern auch in vivo an
Xenograften des CRPC in der Maus oder Primaten wirkt. Daflr ist vermutlich eine
Konzentration im Bereich von 5-25 yM ausreichend (Gehrig et al. 2017). Erst dann
kann in Erwagung gezogen werden, den Wirkstoff auch am Menschen zu erpro-

ben.

Derzeit werden eher Kombinationsbehandlungen praferiert. So favorisiert die Ar-
beitsgruppe um Park Docetaxel und Histondeacetylase zur Behandlung von
CRPC. Dadurch wird die Expression und Translokation des ARfl und seiner Vari-
anten in den Nukleus verhindert (Park et al. 2018). Ein weiterer vielversprechen-
der Ansatz ist die Gabe von Natrium-Selenit, dessen Aktivitat durch die gleichzei-
tige Gabe von Carmustin gesteigert werden kann (Thamilselvan et al. 2016, 2017).

Auch davon sind ARfl und seine Varianten betroffen.
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Aber auch Einzelsubstanzen werden in der Therapie des CRPC weitergesucht. So
zeigte ein Wirkstoff aus dem Schwamm Rhizochalina incrustata, Rhizochalinin
sowohl in vitro as auch in vivo vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung
des CRPC (Dyshlovoy et al. 2016). Die Wirkung lauft ebenfalls Gber die AR-
Kaskade. Am weitesten fortgeschritten sind derzeit die Untersuchungen an ODM-
204, einer nichtsteroidalen Substanz, die spezifisch CYP17A1 inhibiert und die
AR-Signalkette auf der Rezeptorebene im gleichen Mal} wie Enzalutamid blockiert
(Oksala et al. 2018). Diese Substanz hat bereits die Phase der klinischen Studien
erreicht (Peltola et al. 2018).

Allerdings haben sich bislang alle Bemuhungen um eine endgultige Heilung des
CRPC als erfolglos gezeigt. Die Karzinomzellen kdnnen mittels Spleil3varianten
und Punktmutationen in den unterschiedlichsten Proteinen der Eindammung der

Proliferation und die Aktivierung der Apoptose verhindern.
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5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom kann sich wahrend und durch eine Absenkung des
Androgenspiegels auf Kastrationsniveau zu einer kastrationsresistenten Form
entwickeln und weiter wachsen. Bislang gibt es keine gesicherte Therapie, die ab
diesem Punkt erfolgreich eingesetzt werden kann. ERp ist ein wichtiger regulativer
Tumorsuppressor im Prostatakarzinom, das im CRPC nicht mehr exprimiert wird.
Es ist jedoch maoglich, die Expression durch Stimulation der Zellen mit DPN oder
8B-VEZ2 wieder zu steigern. Die daflr verwendeten Konzentrationen waren 50 yM
und 100 uM.

In den Untersuchungen zu dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der in der
Karzinogenese wichtigen Gene ARfl und AR-V7, CYP17A und AKR1C3 sowie
PSA und TPPRSS2:ERG nach ERB-Stimulation der CRPC-Modellzelllinie VCaP
untersucht. Weiterhin wurde die Proliferation der Zellen wahrend der Stimulation
analysiert. Zur Untersuchung der Genexpressionen wurden RNA und Proteine

analysiert sowie ein BrdU-Proliferationstest durchgefihrt.

Die Effekte der beiden selektiven Liganden waren unterschiedlich. Beide erzielten
zwar eine Expressionssteigerung des ERp, die Stimulation mit 83-VE2 fuhrte dann
zur Expressionssenkung wichtiger Protoonkogene und damit in Richtung Progres-
sionshemmung, Zellzyklusarrest, Apoptose und Differenzierung der Zellen. Eine
Stimulierung mit DPN dagegen resultierte in einer weit geringeren Expressions-

steigerung von ER und nur einer geringen Beeinflussung der Protoonkogene.

Es zeigte sich nach 8B-VE2 Stimulation eine Herunterregulierung des flr das
CRPC zentralen ARfl sowie seiner Spleildvariante AR-V7. Weiterhin fand sich eine
Expressionssenkung AR-regulierter Gene PSA und TMPRSS2-ERG, welches eine
fur die VCaP-Zelllinie typische maligne Genfusion ist. Aufgrund der verminderten
Expression Androgen-regulierter Gene konnten veranderte Vorgange bei fur die
Androgensynthese wichtigen Enzymen als Gegenregulation beobachtet werden.
So zeigten sich eine Steigerung der CYP17A1-Expression und eine Senkung der

AKR1C3-Expression als gegensatzliche Regulation.

79



Dagegen ergaben sich durch die Stimulation mit DPN pro-androgene Auswirkun-
gen in Richtung Proliferationssteigerung. Obwohl eine Expressionsteigerung des
ERPB zu verzeichnen war, stieg die Expression des ARfl und seiner Spleil3variante
AR-V7. Auch eine Zunahme der PSA-Expression war nachweisbar. Die Genfusion
TMPRSS2-ERG nahm bei Konzentrationssteigerung des DPN ab. Insgesamt aber
zeigten die Ergebnisse der DPN-Stimulation, dass DPN als Therapieoption unge-

eignet ist.

Die anti-androgene Wirkungsweise des ERB nach 8B-VE2-Stimulation weist auf
den therapeutischen Nutzen dieser Substanz in der Behandlung des CRPC hin.
Allerdings muss fur 8B3-VE2 erst eine therapiegeeignete Wirkstoffkonzentration
gefunden werden. Weiterhin missen weitere in vitro und in vivo Versuche die Er-

gebnisse mit den VCaP-Zellen bestatigen.
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